Studien zum endosomalen Transport und der Signaltransduktion des Nervenwachstumsfaktors NGF unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen by Moises, Tina
  
 
Studien zum endosomalen Transport  
und der Signaltransduktion  
des Nervenwachstumsfaktors NGF  
unter physiologischen und pathophysiologischen  
Bedingungen 
 
 
Von der Fakultät für Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften 
der RWTH Aachen University zur Erlangung des akademischen Gra-
des einer Doktorin der Naturwissenschaften genehmigte Dissertation 
 
 
vorgelegt von 
 
Diplom-Biologin 
Tina Moises 
aus Hildesheim 
 
Berichter: Universitätsprofessor Dr. med. Joachim Weis 
     PD Dr. rer. nat. Christoph Peterhänsel 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 07.11.2008 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek 
online verfügbar 
  
Inhaltsverzeichnis 
 
I 
Inhaltsverzeichnis 
1 ABBILDUNGSVERZEICHNIS .............................................................................V 
2 TABELLENVERZEICHNIS .................................................................................VI 
3 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS..........................................................................VII 
4 EINLEITUNG........................................................................................................ 1 
4.1 Die Neurotrophine und ihre Rezeptoren............................................................ 1 
4.1.1 Die Neurotrophine ....................................................................................................... 1 
4.1.2 Die Neurotrophinrezeptoren......................................................................................... 2 
4.1.2.1 Die Tropomyosin-related Kinase (Trk) ....................................................................... 2 
4.1.2.1.1 Signaltransduktion durch die Trk-Rezeptoren................................................ 4 
a) MAPK (mitogen-activated protein kinase) Signalweg ............................................... 4 
b) PI3K-Akt Signalweg ................................................................................................ 5 
c) PLCγ (Phospholipase C gamma) Signalweg............................................................ 5 
4.1.2.2 Der NGF-Rezeptor p75 ............................................................................................. 5 
4.1.2.2.1 Die Signaltransduktion durch p75.................................................................. 6 
4.1.2.2.2 Die Prozessierung des p75-Rezeptors .......................................................... 6 
4.1.2.3 Die Interaktion von den Trk-Rezeptoren mit p75 und die Bindung von 
Neurotrophinen ........................................................................................................... 7 
4.1.3 Die Rolle der Neurotrophine für den Erhalt adulter Neurone......................................... 7 
4.2 Endozytose von Wachstumsfaktorrezeptoren ................................................... 8 
4.2.1 Endozytose von TrkA und p75..................................................................................... 9 
4.2.1.1 Der Einfluss des endosomalen Transports auf die Signaltransduktion ..................... 11 
4.2.2 Ubiquitin vermittelte Endozytose................................................................................ 11 
4.2.2.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System............................................................................ 11 
4.2.2.2 Die Ubiquitin-vermittelte Endozytose von Wachstumsfaktoren................................. 13 
4.2.2.2.1 Der EGF (epidermal growth factor)-Rezeptor als Modell für Ubiquitin-
vermittelte Endozytose .............................................................................. 13 
4.2.2.2.2 Die Ubiquitinierung von TrkA....................................................................... 14 
4.3 Neurodegenerative Erkrankungen................................................................... 15 
4.3.1 NGF und seine Rezeptoren in neurodegenerativen Erkrankungen......................... 15 
4.3.2 Die Rolle des Proteasoms in neurodegenerativen Erkrankungen................................ 16 
4.4 Zielsetzung der Arbeit...................................................................................... 17 
5 MATERIAL UND METHODEN........................................................................... 19 
5.1 Geräte, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien ............................................ 19 
5.1.1 Geräte und Software.................................................................................................. 19 
Inhaltsverzeichnis 
 
II 
5.1.2 Verbrauchsmaterialien ............................................................................................... 20 
5.1.3 Chemikalien, Enzyme und Kits................................................................................... 21 
5.2 Zelllinien, Plasmide, Medien und Zusätze für die Zellkultur............................. 22 
5.2.1 Zelllinien .................................................................................................................... 22 
5.2.2 Plasmide.................................................................................................................... 22 
5.2.3 Zellkulturmedien und Zusätze .................................................................................... 23 
5.3 Antikörper ........................................................................................................ 23 
5.4 Puffer und Medien ........................................................................................... 26 
5.4.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ..................... 26 
5.4.2 Immunblot.................................................................................................................. 27 
5.4.3 Puffer und Lösungen für die Immunfluoreszenz.......................................................... 28 
5.4.4 Puffer und Lösungen für die Lysatherstellung............................................................. 29 
5.4.5 Puffer und Lösungen für die Analysen der NGF-NGF-Rezeptor 
Interaktionsanalysen ................................................................................................. 29 
5.5 Zellkulturmethoden.......................................................................................... 29 
5.5.1 Zellkultivierung........................................................................................................... 29 
5.5.2 Kryokonservierung ..................................................................................................... 30 
5.5.3 Beschichtung von Zellkulturoberflächen ..................................................................... 30 
5.5.4 Gewinnung von neuronalen Primärkulturen aus dem Kortex postnataler Ratten ......... 30 
5.5.5 Transfektion mittels Lipofektion .................................................................................. 31 
5.5.6 Stimulation von PC12-Zellen...................................................................................... 31 
5.5.7 Quantifizierung der Zellen mit neuronalem Phänotyp.................................................. 32 
5.6 Proteinbiochemische Methoden ...................................................................... 32 
5.6.1 Herstellung von Proteinlysaten................................................................................... 32 
5.6.2 Probenvorbereitung für die SDS-PAGE...................................................................... 32 
5.6.3 Proteinkonzentrationsbestimmung ............................................................................. 33 
5.6.4 Immunpräzipitation..................................................................................................... 33 
5.6.5 Biotinylierung der Oberflächen-Rezeptoren ................................................................ 34 
5.6.6 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ..................... 34 
5.6.7 Western Blot .............................................................................................................. 35 
5.6.8 Immundetektion ......................................................................................................... 35 
5.7 Zellbiologische Methoden................................................................................ 36 
5.7.1 Direkte und indirekte Immunfluoreszenz..................................................................... 36 
5.7.2 Immunfluoreszenz an lebenden Zellen ....................................................................... 37 
5.8 Molekularbiologische Techniken ..................................................................... 38 
5.8.1 Transformation chemisch kompetenter E. coli ............................................................ 38 
Inhaltsverzeichnis 
 
III 
5.8.2 Präparation von Plasmid-DNA.................................................................................... 38 
5.8.3 Bestimmung von DNA-Konzentrationen ..................................................................... 39 
5.9 Biophysikalische Methoden............................................................................. 39 
5.9.1 Kinetische Analysen der Bindung von NGF an TrkA und p75 unter Verwendung 
des Biosensor-basierten Biacore-Systems................................................................. 39 
5.9.1.1 Aufbau des Biacore Messgeräts.............................................................................. 39 
5.9.1.2 Prinzip der Oberflächen-Plasmon-Resonanz (SPR)................................................. 40 
5.9.1.3 Interpretation eines Biacore Sensorgramms ............................................................ 41 
5.9.1.4 Herstellung eines Biosensors basierend auf einem Protein A-Fängersystem ........... 43 
5.9.1.5 Regeneration der Chipoberfläche ............................................................................ 44 
5.9.1.6 Bestimmung der kinetischen Konstanten der NGF-Bindung an TrkA- und p75-Fc .... 44 
5.9.1.7 Untersuchung der multiphasischen Dissoziationskinetik von p75 ............................. 47 
6 ERGEBNISSE.................................................................................................... 49 
6.1 Untersuchung der Auswirkung proteasomaler Inhibition auf die 
Differenzierungskapazität von PC12-Zellen ..................................................... 49 
6.1.1 Lactacystin induziert die neuronale Differenzierung von PC12-Zellen ......................... 49 
6.2 Proteasomale Inhibition beeinflusst die TrkA-Aktivität und die 
Signaltransduktion ........................................................................................... 51 
6.2.1 Verlängerte Aktivierung von TrkA und des MAPK-Signaltransduktionswegs ............... 51 
6.3 Einfluss der proteasomalen Hemmung auf die Endocytose von TrkA............. 55 
6.3.1 Lactacystin beeinflusst die Menge von TrkA, aber nicht von EGFR auf der 
Oberfläche von PC12-Zellen ..................................................................................... 55 
6.3.2 Unter proteasomaler Hemmung ändert sich die subzelluläre Lokalisation von 
TrkA.......................................................................................................................... 56 
6.3.3 Veränderter endosomaler Transport von HA-TrkA nach Hemmung des 
Proteasoms in PC12-Zellen....................................................................................... 59 
6.3.4 Veränderter endosomaler Transport von HA-TrkA nach Hemmung des 
Proteasoms in neuronalen Primärkulturen ................................................................. 63 
6.4 Proteasomale Inhibition blockiert die De-Ubiquitinierung von TrkA ................. 64 
6.5 Einfluss proteasomaler Hemmung auf p75...................................................... 65 
6.5.1 Darstellung der p75-ICD unter den Versuchsbedingungen ......................................... 65 
6.5.2 Koexpression von HA-TrkA und p75 in HEK293-Zellen führt zu einer veränderten 
subzellulären Lokalisation von HA-TrkA..................................................................... 67 
6.5.3 Hemmung der γ-Secretase-Aktivität in PC12-Zellen führt zu einer veränderten 
subzellulären Lokalisation von HA-TrkA..................................................................... 69 
6.6 Untersuchungen der pH-abhängigen Bindungskinetik von NGF an p75 
und TrkA........................................................................................................ 71 
6.6.1 Bindungskinetiken von p75 und TrkA ......................................................................... 71 
6.6.1.1 Evaluierung der kinetischen Messungen ................................................................. 76 
6.6.2 Untersuchung der multiphasischen Dissoziationskinetik von p75................................ 80 
6.6.3 Untersuchung der pH-Abhängigkeit der NGF-Bindung an p75 und TrkA..................... 81 
Inhaltsverzeichnis 
 
IV
7 DISKUSSION ..................................................................................................... 84 
7.1 Untersuchung der Auswirkung proteasomaler Inhibition auf den 
endosomalen Transport und die Signaltransduktion des TrkA Rezeptors..... 84 
7.1.1 Proteasomale Inhibition fördert die Differenzierung von PC12-Zellen.......................... 84 
7.1.2 Das Proteasom reguliert die TrkA-Signaltransduktion und den endosomalen 
TrkA-Transport .......................................................................................................... 85 
7.1.3 Mögliche Mechanismen der Regulation des endosomalen Transports von TrkA 
durch das Proteasom ................................................................................................ 89 
7.1.3.1 Regulation des endosomalen Transports von TrkA durch verstärkte 
Ubiquitinierung von TrkA ........................................................................................ 89 
7.1.3.2 Regulation des endosomalen Transports von TrkA durch p75 ................................. 90 
7.2 Untersuchung der pH-abhängigen Bindungskinetik von NGF an TrkA und 
p75 ................................................................................................................ 94 
8 ZUSAMMENFASSUNG ..................................................................................... 99 
9 SUMMARY....................................................................................................... 101 
10 LITERATURVERZEICHNIS ........................................................................... 103 
11 DANKSAGUNG ............................................................................................. 111 
12 VERÖFFENTLICHUNGEN ............................................................................ 113 
13 LEBENSLAUF ............................................................................................... 115 
 
 
 
Abbildungsverzeichnis 
 
V
1 Abbildungsverzeichnis 
 
Abb. 1:  Rezeptorstruktur und Neurotrophin-Rezeptor-Interaktion (nach Reichard L. F.; 
2006. (12)) ............................................................................................................ 3 
Abb. 2:  Clathrin-abhängige Endozytose von TrkA und p75 (nach: Saxenat et al.; 2005 (77))
........................................................................................................................... 10 
Abb. 3:  Übersicht über das Ubiquitin-Proteasom-System (nach: Welchman et al. 2005 (92))
........................................................................................................................... 12 
Abb. 4: Prinzip der SPR-Messung mit dem Biacore Messgerät ........................................ 41 
Abb. 5:  Sensorgramm mit schematischen Darstellungen der Vorgänge auf der Oberfläche 
des Sensorchips.................................................................................................. 42 
Abb. 6: Schematischer Aufbau einer Rezeptor-Fc Chimäre.............................................. 44 
Abb. 7: Neuritenwachstums Analyse................................................................................ 50 
Abb. 8: Lactacystin erhöht die TrkA- und pTrkA-Level...................................................... 53 
Abb. 9: Lactacystin erhöht die pErk1/2-, aber nicht die pAkt-Level ................................... 54 
Abb. 10: Bortezomib erhöht die Menge von pTrkA und pErk1/2 ......................................... 55 
Abb. 11: Bestimmung der Menge an membranständigem TrkA und EGFR nach Behandlung 
mit Lactacystin..................................................................................................... 56 
Abb. 12: Veränderte subzelluläre Lokalisation von HA-TrkA nach Hemmung des Proteasoms
........................................................................................................................... 58 
Abb. 13: HA-TrkA Endozytose in lebenden PC12-Zellen mit lysosomaler Gegenfärbung.... 60 
Abb. 14: HA-TrkA-Endozytose in lebenden PC12-Zellen mit Recycling-Endosom-
Gegenfärbung ..................................................................................................... 62 
Abb. 15: HA-TrkA-Endozytose in lebenden primären kortikalen Neuronen mit lysosomaler 
Gegenfärbung ..................................................................................................... 64 
Abb. 16: Lactacystin verändert die Ubiquitinierung von TrkA.............................................. 65 
Abb. 17: Hemmung des Proteasoms führt zur Akkumulation der p75-ICD .......................... 66 
Abb. 18:  HA-TrkA-Endozytose mit Recycling–Endosom-Gegenfärbung in HEK293-Zellen . 68 
Abb. 19: HA-TrkA-Endozytose mit Recycling–Endosom-Gegenfärbung in PC12-Zellen ..... 70 
Abb. 20: Sensorgramme der Bindung von NGF unterschiedlicher Konzentrationen an TrkA 
und p75 ............................................................................................................... 75 
Abb. 21: NGF-Bindungskurven mit Modell-fits von TrkA..................................................... 78 
Abb. 22: NGF-Bindungskurven mit Modell-fits von p75 ...................................................... 79 
Abb. 23: Untersuchung der NGF-Dissoziation von p75 auf Konformationsänderung........... 80 
Abb. 24: pH-Abhängigkeit der Bindungskinetik von TrkA bei unterschiedlichen NGF-
Konzentrationen .................................................................................................. 82 
Abb. 25:  pH-Abhängigkeit der Bindungskinetik von p75 bei unterschiedlichen NGF-
Konzentrationen .................................................................................................. 83 
Abb. 26: Schema der Regulation des endosomalen Transports von TrkA .......................... 93 
Tabellenverzeichnis 
 
VI
2 Tabellenverzeichnis 
 
Tab. 1:  Verwendete Geräte und Software ........................................................................ 19 
Tab. 2:  Verbrauchsmaterialien......................................................................................... 20 
Tab. 3:  Verwendete Chemikalien, Enzyme und Kits ......................................................... 21 
Tab. 4: Verwendete Zelllinien .......................................................................................... 22 
Tab. 5:  Verwendete Plasmide.......................................................................................... 22 
Tab. 6:  Verwendete Zellkulturmedien und Zusätze .......................................................... 23 
Tab. 7:  Primäre Antikörper............................................................................................... 24 
Tab. 8:  Sekundäre Antikörper .......................................................................................... 25 
Tab. 9:  Gegenüberstellung der aus den Sensorgrammen durch Fitten der 
Kurven mit den unterschiedlichen Bindungsmodellen ermittelten 
kinetischen Daten ............................................................................................... 77 
Abkürzungsverzeichnis 
 
VII
3 Abkürzungsverzeichnis 
 
Abb. Abbildung 
ADAM a disintegrin and metalloprotease 
AMPA α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsäure 
APS Ammoniumperoxodisulfat 
APS Adapter protein containing PH and SH2 domains 
ARMS ankyrin repeat-rich membrane spanning 
ATP Adenosintriphosphat 
Bad Bcl-2-Antagonist of cell death 
BDNF brain-derived neurotrophic factor 
BSA bovine serum albumin 
c-Cbl cellular homologue of casitas B lymphoma protein 
Crk chicken tumor nr. 10 regulator of kinase 
CTF Carboxy-terminales Fragment 
DAG Diaglycerol 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DTT Dithiothreitol 
EDC 1-Ethyl-3-(dimethyl-amino-propyl)carbodiimid 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF epidermal growth factor 
ESCRT endosomal sorting complex required for transport 
FCS Fetal calf serum 
FGF fibroblast growth factor 
FRS fibroblast growth factor receptor substrate 
FKHRL1 forkhead homolog of rhabdomysarcoma-like-1 
Gab1 grb2-associated binder 1 
GAP GTPase-activating protein 
Gap-43 growth associated protein 43 
GEF guanine exchange factor  
Abkürzungsverzeichnis 
 
VIII
GH growth hormone 
Grb2 growth factor receptor binding protein 2  
HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsäure 
HRP Horseradish peroxidase 
IB Immunblot 
ICD intracellular domain 
IF Immunfluoreszenz 
IFC Integrated Fluidic Cartridge 
IP Immunpräzipitation 
IP3 Inositol tris-Phosphat 
PI(4,5)P2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
JNK c-Jun N-terminale Kinase 
LB Luria Bertani (Medium) 
MAGE melamoma-associated antigen 
MAPK mitogen activated protein kinase  
Mb Morbus 
MEK mitogen-activating extracellular-signal regulated kinase  
MSK1 mitogen- and stress-activated protein kinase 1 
MVB multivesicular body 
NB Nucleus basalis 
NEDD4-2 neural precursor expressed, developmentally down-
regulated 4-2 
NFκB nuclear factor kappa B 
NHS N-Hydroxysuccinimid 
NMDA N-Methyl-D-aspartat 
NRAGE neurotrohin receptor p75 interacting MAGE homologe 
NRIF neurotrophin receptor-interacting factor  
NT Neurotrophin 
NTR Neurotrophinrezeptor 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS phosphate buffered saline  
Abkürzungsverzeichnis 
 
IX 
PI3K Phosphatidylinositol-3-kinase 
PKB Proteinkinase B 
PKC Proteinkinase C 
PNS Peripheres Nervensystem 
PLC Phospholipase C 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
Raf rapidly growing fibrosarcoma  
Rap receptor-associated protein 
Ras GTPase, Onkoprotein aus dem Rattensarkoma 
RhoA Ras homolog gene family member A 
RhoGDI Rho GDP-dissociation inhibitor 
RIP regulated intramembrane proteolysis 
rpm rounds per minute 
Rsk ribosomal protein S6 kinase  
RT Raumtemperatur 
RU response unit 
SC1 schwann cell factor 1 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SH Scr homology region 2 
Shc SH2-domain-containing α2-collagen-related protein   
SOS son of sevenless 
SPR surface plasmon resonance 
Tab. Tabelle 
tag An ein Protein angehängte Aminosäuresequenz, die die 
Identifizierung des Proteins erlaubt 
TEMED N,N,N`,N`-Tetramethylethylendiamin 
TNF tumor necrosis factor 
TNFR tumor necrosis factor receptor 
Traf6 tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
Trk tropomosine related kinase 
Abkürzungsverzeichnis 
 
X 
Tyr Tyrosin 
ü. N. über Nacht 
v/v volume per volume 
WB Western Blot 
w/v weight per volume 
ZNS Zentrales Nervensystem 
Einleitung 1 
4 Einleitung 
 
4.1 Die Neurotrophine und ihre Rezeptoren 
 
Die Familie der Neurotrophine, bestehend aus dem nerve growth factor (NGF), 
dem brain-derived neurotrophic factor (BDNF), Neurotrophin-3 (NT-3) und Neuro-
tophin-4/5 (NT-4/5), reguliert Entwicklung und Erhalt des Nervensystems. Die Neu-
rotrophine entfalten ihre Wirkung durch die Bindung an zwei verschiedene Rezep-
tortypen: an die tropomyosin-related kinases (Trks) und den p75 Neurotrophinre-
zeptor. p75- und Trk-Rezeptoren alleine binden Neurotrophine jeweils mit einer 
Affinität von ca. 10-9M. In vivo werden, vermutlich durch die Koexpression beider 
Rezeptortypen, hochaffine Bindungsstellen gebildet. Ob dies durch physische In-
teraktion erfolgt, ist zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht eindeutig geklärt. Durch das 
duale System der zwei Rezeptortypen wird die Steuerung von verschiedenen zellu-
lären Vorgängen wie z. B. Apoptose, Differenzierung, Myelinisierung, axonales 
Wachstum und synaptische Plastizität möglich. 
 
4.1.1 Die Neurotrophine 
 
Die Neurotrophine werden als Prä-Proproteine von neuronalen und nicht-
neuronalen Zellen synthetisiert. Im endoplasmatischen Retikulum entsteht durch 
Abspaltung des Signalpeptids die Proform, welche entweder sezerniert oder zum 
reifen Protein gespalten wird. Der Grad der Prozessierung ist abhängig vom Neu-
rotrophin: NGF wird hauptsächlich als reifes Protein sezerniert, wohingegen bei 
BDNF die unreife Form vorherrscht (1). Die Moleküle zeigen eine große Homologie 
in Gensequenz und Proteinstruktur, außerdem besitzen sie Strukturen – Tertiär-
struktur und sogenannte Cystein-Knoten – die denen anderer Wachstumsfaktoren 
homolog sind. Prozessierte Neurotrophine haben eine Größe von 13 kDa und lie-
gen, ebenso wie die Proproteine, in Lösung als nicht kovalent verbundene Homo-
dimere vor (2). Neurotrophine besitzen einen außergewöhnlich hohen basischen 
isoelektrischen Punkt (3). Dies limitiert sie pH Wert-abhängig in ihrer Aktionsband-
breite. 
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4.1.2 Die Neurotrophinrezeptoren 
 
4.1.2.1 Die Tropomyosin-related Kinase (Trk) 
In Säugern wurden drei Mitglieder der Trk-Rezeptorfamilie nachgewiesen: TrkA, B 
und C. Es handelt sich um Transmembran-Glycoproteine von ungefähr 140 kDa 
Größe. Das selektive Expressionsmuster der Trk-Rezeptoren führt zu einer hohen 
Spezifität der Neurotrophine für spezifische neuronale Populationen. Im ZNS (Zen-
trales Nervensystem) exprimieren hauptsächlich die cholinergen Neurone des ba-
salen Vorderhirns TrkA. TrkB wird jedoch ubiquitärer exprimiert.  
 
Im PNS (Peripheres Nervensystem) wird TrkA in den SCGs (superior cervical gan-
glia) und DRGs (dorsal root ganglia), TrkB in DRGs und Motoneuronen und TrkC 
in den SCGs, DRGs und den Motoneuronen gebildet. Ihr struktureller Aufbau ist 
prototypisch für Rezeptortyrosinkinasen (Abb. 1), mit einer extrazellulären Ligan-
den-Bindungsdomäne und einer intrazellulären Tyrosinkinasedomäne. Die Tyro-
sinkinasedomänen dieser Proteine sind stark konserviert (~80% Aminosäurehomo-
logie), im Gegensatz zur extrazellulären Domäne, die divergenter ist und so eine 
Spezifität für einzelne Liganden ermöglicht.  
 
Der extrazelluläre Teil besteht aus einer in zwei Cystein-reiche Cluster eingebette-
ten Leucin-reichen Domäne, gefolgt von zwei Immunglobulin-ähnlichen (Ig) Domä-
nen (4). NGF bindet an TrkA (5), BDNF und NT-4/5 binden an TrkB (6). NT-3 as-
soziiert vorrangig mit TrkC (7), kann in hohen Konzentrationen aber auch an TrkA 
und B binden (8). Die Bindung erfolgt hauptsächlich über die Ig-C2 Domäne. TrkA 
bindet an NGF mit einer Stöchiometrie von 2:2, d. h. dass zwei TrkA-Rezeptoren 
ein NGF-Dimer binden können (9). Die Bindung der Liganden induziert die Dimeri-
sierung (10) und führt zur Phosphorylierung spezifischer Tyrosinreste, welche sich 
in der sogenannten Aktivierungsschleife (activation loop) der Tyrosinkinasedomäne 
befinden (11). Eine Konformationsänderung des Rezeptors erlaubt den Zugang 
von Substraten zur Kinasedomäne. 
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Abb. 1:  Rezeptorstruktur und Neurotrophin-Rezeptor-Interaktion (nach Reichard L. F.; 
2006. (12)) 
 CR: Cystein-reiche Domäne 
 C: Cystein-Cluster 
 LRR1-3: Leucin-reiches Motiv 
 Ig: Immunglobulin-ähnliche Domäne 
 
Proneurotrophine binden an p75-, aber nicht Trk-Rezeptoren. Jedes reife Neuro-
trophin kann an p75 binden, ist aber relativ spezifisch für einen der drei Trk-
Rezeptoren. In manchen Zellen aktiviert NT-3 TrkA und TrkB, aber weniger effektiv 
als TrkC. 
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4.1.2.1.1 Signaltransduktion durch die Trk-Rezeptoren 
Zwei spezifische phosphorylierte Tyrosinreste, welche sich in der Juxtamembran-
domäne und im Carboxy-Terminus (Y490 und Y785 bei TrkA) der Proteine befin-
den, stellen wichtige Bindungsstellen für Adaptermoleküle dar (13,14). Primär re-
krutieren diese Reste Shc und PLCγ (14). Weitere phosphorylierte Tyrosinreste in 
der Kinasedomäne (Y670, Y674, Y675) können Adaptermoleküle wie SH2B, APS 
und Grb2 binden (15,16). Diese rekrutieren weitere Proteine und setzen so ver-
schiedene Signaltransduktionskaskaden in Gang:  
a) RAS/RAF/MEK/MAPK, die Aktivierung führt zu Neuritenwachstum,  
b) PI3K, welches über die Aktivierung von PKB/AKT (17,18) die neuronale Viabili-
tät steuert , 
c) PLCγ reguliert intrazelluläre Ca2+ Freisetzung und ist wichtig für die Neuro-
trophin-vermittelte Neurotrophinfreisetzung (19) und die synaptische Plastizität 
(20).  
 
Die Aktivierung der Signaltransduktionswege ist nicht für alle Trk-Rezeptoren 
gleich und die verschiedenen Liganden sorgen ebenfalls für Komplexität in Bezug 
auf die Aktivierung unterschiedlicher Signaltransduktionskaskaden (21,22). 
 
a) MAPK (mitogen-activated protein kinase) Signalweg 
Die TrkA-Aktivierung führt zur Bindung von Shc und Grb2, welche wiederum den 
guanin exchange factor (GEF) SOS aktivieren. Dieser aktiviert Ras (14), welches 
Raf-1 und B-Raf aktiviert, die letztendlich zur transienten Aktivierung der extracel-
lular signal-regulated kinases/mitogen-activated protein kinases (Erk/MAPK) füh-
ren. In einer Rückkopplungsschleife können diese wiederum die Signaltransduktion 
durch Phosphorylierung von SOS unterbrechen. Neurofibromin, ein GTPase-
activating protein (GAP) für Ras, deaktiviert die Signalkaskade in sich entwickeln-
den Neuronen (23). Eine längere Aktivierung des MAPK-Wegs erfolgt durch Rap1 
über die Adaptermoleküle Crk11/CrkL, die den GEF C3G aktivieren (24,25). Dieser 
Signalweg ist abhängig von der Internalisierung von TrkA in endosomale Vesikel 
(25,26). Die Verbindung dieses Proteins mit Trk-Rezeptoren erfolgt entweder über 
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Y490, welches FRS2 rekrutiert (27,28) oder über die Transmembrandomäne, die 
ARMS-Proteine bindet (29,30). Die Phosphorylierung der MAPKs führt zur Aktivie-
rung verschiedener Proteine, wie z. B. Rsk und MSK1, welche unter anderem die 
Transkription von Gap-43 regulieren und somit für das Überleben und die Differen-
zierung der Neurone wichtig sind. 
 
b) PI3K-Akt Signalweg 
Die mit dem Trk-Rezeptor assoziierten Proteine Grb2 und Gab1 aktivieren PI3K. 
Mehrere verschiedene von Akt regulierte Effektoren vermitteln Überlebens- oder 
Todessignale wie zum Beispiel Bad oder FKHRL1.  
 
c) PLCγ (Phospholipase C gamma) Signalweg 
Die Trk-Rezeptoren rekrutieren und aktivieren PLC über Y785, was zur Bildung 
von IP3 und DAG aus der Hydrolyse von PI(4,5)P2 führt. DAG aktiviert die Protein-
Kinase C delta (PKCδ), die wiederum den MAPK-Weg induziert (31). IP3 induziert 
zudem die Freisetzung von Ca2+ aus internen Speichern und stimuliert dadurch die 
Ca2+-Calmodulin-regulierte Proteinkinase (CaM-Kinase). 
 
4.1.2.2 Der NGF-Rezeptor p75 
Der Rezeptor p75 wurde als erstes Mitglied der tumor necrosis factor receptor 
(TNFR)-Superfamilie kloniert, zu der auch TNFRI, II und FAS gehören (32). Dieses 
75 kDa (durch Glykosylierungen können auch 80 kDa erreicht werden) große Pro-
tein besteht aus vier extrazellulären Cystein-reichen Domänen, von denen die am 
Amino-Terminus gelegene beim Menschen eine und bei Ratten zwei mögliche 
Stellen für N-Glykosylierung darstellen. Die extrazelluläre Juxtamembrandomäne 
trägt O-Glykosylierungen. Die intrazelluläre Domäne besteht aus ca. 150 Amino-
säureresten, von denen die zweite Hälfte die death domain ausmacht (33,34). Oh-
ne Ligand liegt der Rezeptor als ein Dimer vor (10,35). p75 bindet alle vier Neuro-
trophine mit annähernd gleicher Affinität (36). Studien zur Stöchiometrie der p75-
NGF-Bindung weisen auf eine 2:2 Bindung hin (37), es wurde aber auch eine 1:2 
Bindung beschrieben (38). 
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4.1.2.2.1 Die Signaltransduktion durch p75  
In Zellen, die nur p75 exprimieren, initiiert p75 eigenständig Signaltransdukti-
onskaskaden. p75 hat abhängig vom Kontext verschiedene und manchmal entge-
gengesetzte Funktionen: Es kann Überleben fördern oder Apoptose auslösen, Dif-
ferenzierung vermitteln oder Proliferation verstärken, Neuritenwachstum begünsti-
gen, aber auch den Kollaps von Wachstumskegeln fördern. Da die zytoplasmati-
sche Domäne von p75 selbst keine katalytische Aktivität zeigt, scheinen interagie-
rende Proteine für die Aktivierung der verschiedenen Signaltransduktionskaskaden 
nötig zu sein. Verschiedene Adaptermoleküle können an p75 binden: die Ubiquitin-
Ligase Traf6, der Neurotrophinrezeptor-interagierender Faktor (NRIF), das Mela-
nom-assoziierte Antigen (MAGE), das Neurotrophinrezeptor p75 interagierendes 
MAGE Homolog (NRAGE), der Schwann Zell Faktor 1 (SC1), RhoGDI (Rho GDP-
dissociation inhibitor ) und andere Proteine (39). Darüber werden weitere Kaska-
den in Gang gesetzt die Proteine wie zum Beispiel JNK (c-Jun N-terminale Kinase) 
und Kaspase-3 regulieren, die in Abwesenheit der Trk-Rezeptoren für Apoptose 
sorgen (40). 
 
Als TNF-Familienmitglied aktiviert und transloziert p75 NF-κB in den Nukleus (41-
44). Darüber wird die Expression von Genen induziert, die dendritisches Wach-
stum steuern (45). Durch Regulierung von RhoA wird axonales Wachstum stimu-
liert oder verhindert. 
 
4.1.2.2.2 Die Prozessierung des p75-Rezeptors 
p75 wird durch die so genannte regulated intramembrane proteolysis (RIP) pro-
zessiert (46,47), wobei die extrazelluläre Domäne freigesetzt wird und das Carbo-
xy-terminale Fragment (CTF) in der Membran verbleibt (47-50). Verantwortlich 
hierfür scheint die Metalloprotease ADAM17 zu sein (51). Diese wird häufig durch 
einen Proteinkinase C (PKC)-abhängigen Mechanismus aktiviert (52). Die Trans-
membrandomäne wird anschließend durch die γ-Secretase weiter gespalten und 
ein lösliches intrazelluläres Fragment (intracellular domain, ICD) wird freigesetzt 
(46,47). Dieses Spaltprodukt reguliert die NFκB-Signaltransduktion (47) und wird 
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schnell vom Proteasom abgebaut (46). Der Spaltungsvorgang findet intrazellulär 
an Endosomen statt (53). Die Interaktion von TrkA mit p75 wird durch die γ-
Secretase-vermittelte Entfernung der Transmembrandomäne unterbrochen (46). 
 
4.1.2.3 Die Interaktion von den Trk-Rezeptoren mit p75 und die Bindung von 
Neurotrophinen 
p75 moduliert die Trk-Funktion auf verschiedenen Ebenen: durch die Förderung 
der Ligandenbindung, der Verfügbarkeit von NGF, des axonalen Wachstums, der 
Zielinnervierung (54,55), der Endozytose sowie des retrograden Transports zu 
Membrankompartimenten (56,57), in denen Liganden-aktivierte Trk-Rezeptoren 
weitere Signaltransduktionskaskaden in Gang setzen (58). Weiterhin inhibiert p75 
die Aktivierung der Trk-Rezeptoren durch nicht-bevorzugte Neurotrophine (59-61). 
Die Anwesenheit von p75 potenziert die Aktivierung von TrkA 30 – 100fach bei 
suboptimalen Konzentrationen von NGF (62,63). 
 
Der Mechanismus der Interaktion ist umstritten. Viele Arbeitsgruppen postulieren 
eine physische Interaktion von TrkA und p75, aber eine neuere Publikation be-
schreibt keine direkte Interaktion der Proteine (64). 
 
4.1.3 Die Rolle der Neurotrophine für den Erhalt adulter Neurone 
 
Neurotrophine spielen nicht nur bei der Entwicklung des Nervensystems eine Rol-
le, sie sind auch notwendig für dessen Erhalt im adulten Organismus. Viele Studi-
en weisen auf eine Funktion der Trk-Rezeptoren im adulten Hirn hin, da eine redu-
zierte Expression der Proteine mit Zellverlust assoziiert ist. In einer TrkB-Knock-
out-Studie wurde gezeigt, dass der Rezeptor für den Erhalt einer neuronalen Popu-
lation im adulten Neocortex wichtig ist (65). Werden Nager über einen längeren 
Zeitraum hinweg mit einem anti-NGF Antikörper behandelt, kommt es zu einer 
langsamen Degeneration von peripheren sympathischen Neuronen (66). Die Ex-
pression von p75 ist im ausgewachsenen Organismus in einer Vielzahl von Zellen 
reduziert, lässt sich aber durch Läsion, zum Beispiel durch einen Schlaganfall, 
wieder aktivieren (67). 
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4.2 Endozytose von Wachstumsfaktorrezeptoren 
 
Die Endozytose von Wachstumsfaktorrezeptoren dient der Kontrolle ihrer Aktivität. 
Sie ist unmittelbar an die Verringerung der Menge an aktivem Rezeptor gekoppelt. 
Es gibt verschiedene Arten der Internalisierung von aktivierten Rezeptoren: Cla-
thrin-vermittelte, Caveolin-abhängige, sowie Clathrin- und Caveolin-unhabhängige 
Endozytose und Macropinocytose. Nach der Internalisierung befinden sich die Re-
zeptoren in den frühen Endosomen, die auch sorting endosomes genannt werden. 
Hier entscheidet sich, ob die Rezeptoren über die späten Endosomen (auch multi-
vesicular bodies, MVB, genannt) in die Lysosomen gelangen, wo sie abgebaut 
werden (68-70) oder ob sie an die Oberfläche recyceln. Ein entscheidender Schritt 
hierbei ist der Übergang der Rezeptoren von der äußeren Membran der MVBs auf 
die inneren Membranen. Dieser Schritt muss stattfinden, damit die Rezeptoren 
später im Lysosom abgebaut werden können.  
Reguliert wird der vesikuläre Transport von Proteinen unter anderem von den Rab-
GTPasen, die zur RAS-GTPasen-Superfamilie gehören (71-73).  
 
Auf die Proteine wirken entlang des endozytotischen Wegs unterschiedliche pH-
Werte: der leicht saure pH-Wert in den frühen Endosomen (pH = 6,2) erleichtert die 
Rezeptor-Ligand-Dissoziation. Die selektive Aktivierung lysosomaler Hydrolasen 
und damit der Proteinabbau wird durch den sehr sauren pH-Wert in den Lysoso-
men (pH = 4,8 – 5,2) erreicht (74). 
 
Die Endozytose von Wachstumsfaktoren stellt den ersten Schritt der Regulierung 
der Signaltransduktion dar. Im weiteren Verlauf der Signalverarbeitung kommen 
den einzelnen endosomalen Strukturen wichtige regulatorische Aufgaben zu. 
In den Neuronen z. B. muss das Signal vom Axonende zum Zellkörper gelangen, 
um seine Funktion zu erfüllen. Hierzu dient der retrograde Transport, bei dem En-
dosomen entlang der Mikrotubuli, vom Motorprotein Dynein angetrieben, vom Axo-
nende zum Zellkörper gelangen.  
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Außerdem wurde beschrieben, dass die Lokalisation der Rezeptoren in Endoso-
men auch die Signaltransduktion moduliert. Der gleiche Rezeptor kann von unter-
schiedlichen endosomalen Kompartimenten aus verschiedene Signalwege regulie-
ren (signalling endosome-Hypothese)(75). 
 
4.2.1 Endozytose von TrkA und p75 
 
Die Internalisierung von TrkA ist abhängig von Dynamin-1, einer GTPase, die an 
Vesikelknospung und –abschnürung beteiligt ist. Vermittelt wird der Prozess 
hauptsächlich durch Clathrin-abhängige Endozytose. Anschließend findet sich 
TrkA in frühen (76,77) und späten Endosomen (77,78). In den späten Endosomen 
findet sich phosphoryliertes TrkA, wodurch sie zu wichtigen signalling endosomes  
werden, die in der Lage sind, das NGF-Signal retrograd zu transportieren. TrkA 
wird im Lysosom abgebaut (77,79). In verschiedenen nicht-neuronalen Zelllinien 
und in transfizierten Primärkulturen wurde Recycling des überexprimierten Rezep-
tors festgestellt (80,81). Dies deutet eine Abhängigkeit des endosomalen Trans-
ports von TrkA vom zellulären Kontext an. Auch wurde eine Abhängigkeit von der 
Kinasefunktion festgestellt: TrkA findet sich in Recycling-Endosomen wenn die Ki-
naseaktivität inhibiert wird (77). 
 
Für p75 wurde ebenfalls eine Clathrin-abhängige Endozytose beschrieben. Im Ge-
gensatz zu TrkA wird p75 jedoch hauptsächlich über die Recycling-Endosomen 
zurück zur Zelloberfläche geleitet (77,82). Ein kleiner Teil des Rezeptors findet sich 
auch in den späten Endosomen, vermutlich handelt es sich um den Teil des Re-
zeptor-Pools, der seine biologische Funktion erfüllt hat (77). Es scheint jedoch ei-
nen von Adapterproteinen vermittelten wechselseitigen Einfluss von p75 und TrkA 
zu geben, der den endosomalen Transport beider Rezeptoren mit gestaltet (56,57). 
Am endosomalen Transport von TrkA sind auch die Rab-GTPasen beteiligt: Saxe-
na et al. zeigten, dass Rab7 den endosomalen Transport von TrkA und die TrkA-
abhängige Aktivierung von Erk 1/2 in PC12-Zellen kontrolliert (83). Rab7 vermittelt 
den Übergang von Proteinen aus den frühen in die späten Endosomen und Lyso-
somen (84). 
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Der Verbleib des endozytierten NGFs ist unklar. In TrkA überexprimierenden CHO-
Zellen wurde sowohl intrazelluläre Degradation von radioaktiv markiertem NGF 
(85) als auch das Recycling von NGF (81) beschrieben. 
 
Abb. 2:  Clathrin-abhängige Endozytose von TrkA und p75 (nach: Saxenat et al.; 2005 
(77)) 
CCV:  clathrin coated vesicles  
  early endosome:  frühe Endsomen, Syn.: sorting endosomes 
  MVB:   multivesicular body (MVB), spätes Endosom 
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4.2.1.1 Der Einfluss des endosomalen Transports auf die Signaltransduktion 
Die Signaltransduktion von TrkA hängt auch vom endosomalen Transport ab. Wird 
Dynamin-1 durch Expression einer dominant-negativen Mutante gehemmt, so ist 
nicht nur die Endozytose von TrkA gestört, sondern auch die Aktivierung der 
MAPKs und des PI3Kinase/Akt-Signaltransduktionswegs (86). Die Arbeitsgruppe 
Zhang et al. postuliert, dass die Aktivierung des PI3Kinase-
Signaltransduktionswegs von Rezeptoren auf der Oberfläche der Zelle gesteuert 
wird und mit der Internalisierung des Rezeptors endet. Weiterhin wurde gezeigt, 
dass internalisierte Rezeptoren die Erk-Proteine aktivieren und die Internalisierung 
anschließend zur Beendigung des Signals notwendig ist. Derselbe Zusammen-
hang konnte mit einer dominant-negativen Rab7-Mutante gezeigt werden, die zur 
Akkumulation von TrkA in späten Endosomen/MVBs führt. Dies führte zu einer ver-
längerten Aktivierung der Erk-Proteine (83), vermutlich durch verminderten Abbau 
des Rezeptors im Lysosom. 
 
4.2.2 Ubiquitin vermittelte Endozytose 
 
4.2.2.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System 
Ubiquitin ist ein kleines, nur 76 Aminosäuren langes, ubiquitär exprimiertes Poly-
peptid, das nur bei Eukaryoten vorkommt. Es trägt ein Carboxy-terminales Digly-
cinmotiv, über dessen endständige Carboxylgruppe es an die ε-Aminogruppe in 
Lysinen anderer Proteine binden kann. Über sieben interne Lysine kann es Bin-
dungen mit weiteren Ubiquitinmolekülen eingehen. In einer Multi-Enzymkaskade 
wird Ubiquitin zunächst ATP-abhängig vom Ubiquitin-aktivierenden Enzym (E1) 
aktiviert. Anschließend wird es auf das Ubiquitin-konjugierende Enzym (E2) über-
tragen, welches mit Hilfe der Ubiquitin-Protein-Ligase (E3) Ubiquitin über die ε-
Aminogruppe eines Lysinrestes an das Zielprotein koppelt (87) (Abb. 3). Anschlie-
ßend werden durch E2 und E3 weitere Ubiquitine an den Lysinrest 48 des vorher-
gehenden Moleküls angehängt, manchmal mit Hilfe des akzessorischen Faktors 
E4 (88). Vier aufeinanderfolgende Ubiquitine sind als Erkennungsmerkmal für das 
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26S-Proteasom ausreichend, welches dann das Zielprotein erkennt und abbaut 
(89). 
Das 26S-Proteasom ist ein Multi-Proteinkomplex, welcher im Zytosol ATP-
abhängig Proteine abbaut. Es besteht aus einem 20S-Kernproteasom in Form ei-
nes hohlen Zylinders. Dieser wird an beiden Enden von jeweils einem 19S-
Proteinkomplex abgeschlossen (90). Diese Komplexe enthalten ATPasen, welche 
Proteine entfalten und diese an die 20S Untereinheit weitergeben (91). An die Un-
tereinheit bleiben die Proteine bis zu ihrem völligen Abbau durch Trypsin-, Chymo-
trypsin- oder Kaspase-ähnlich wirkende Untereinheiten gebunden. Das Ubiquitin 
wird durch deubiquitinierende Enzyme (DUBs) freigesetzt und wiederverwertet. 
 
 
Abb. 3:  Übersicht über das Ubiquitin-Proteasom-System (nach: Welchman et al. 2005 
(92)) 
  Ub: Ubiquitin  
E1: Ubiquitin-aktivierendes Enzym  
E2: Ubiquitin-konjugierendes Enzym  
E3: Ubiquitin-Protein-Ligase 
DUBs: deubiquitinierende Enzyme 
 
Neben der Polyubiquitinierung, welche Proteine für den Abbau durch das Protea-
som kennzeichnet, gibt es auch Mono-, Di- oder Multiubiquitinierungen. Hierbei 
werden die Ubiquitine an verschiedene Lysinreste der Zielproteine angehängt und 
an jedem der sieben Lysinreste des Ubiquitins Ketten gebildet. Diese Modifikation 
nutzt die Zelle, um den endosomalen Transport oder die Funktionen von Proteinen 
zu regulieren (93,94). 
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4.2.2.2 Die Ubiquitin-vermittelte Endozytose von Wachstumsfaktoren 
Das Ubiquitin-Proteasom-System ist nicht nur für den Abbau von polyubiquitinier-
ten Proteinen zuständig, es spielt auch eine Rolle bei der Endozytose verschiede-
ner Proteine. Dies wurde zuerst von Mori et al. 1992 für den PDGF (platelet-
derived growth factor)-Rezeptor beschrieben, welcher nach Bindung seines Ligan-
den ubiquitiniert wird (95). Spätere Studien zeigten, dass die Monoubiquitinierung 
von Rezeptortyrosinkinasen und G-Protein-gebundenen Rezeptoren an multiplen 
Stellen ausreichend für die Internalisierung ist (96-100). Diese Form der Markie-
rung ist gleichzeitig Kennzeichnung für den lysosomalen Abbau (97-101). Ver-
schiedene Studien deuten auf eine Rolle der Polyubiquitinierung bei der Endozyto-
se des AMPA (α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsäure)-Rezeptors 
hin (induziert durch AMPA oder NMDA, N-Methyl-D-aspartat). Der Mechanismus 
bleibt jedoch unklar (102-104). Van Kerkhof et al. beschrieben 1999 eine Beteili-
gung des Ubiquitin-konjuguierenden Systems an der Liganden-induzierten Endozy-
tose des GH (growth hormone)-Rezeptors und eine Beteiligung des Proteasoms 
am Abbau von GHs (105).  
 
4.2.2.2.1 Der EGF (epidermal growth factor)-Rezeptor als Modell für Ubiquitin-
vermittelte Endozytose  
Der EGF-Rezeptor stellt wohl den zurzeit am besten charakterisierten Wachstums-
faktor dar, der Ubiquitin-vermittelte Endozytose durchläuft. Dieser Rezeptor wird 
durch die Bindung von EGF aktiviert, dimerisiert daraufhin und autophosphoryliert 
an verschiedenen Tyrosinresten der zytoplasmatischen Domäne. Dies führt zur 
Rekrutierung von c-Cbl, einer E3 Ubiquitin-Protein-Ligase, welche die Ubiquitinie-
rung des Rezeptors initiiert (106,107). Der EGF-Rezeptor gelangt dann über die 
frühen Endosomen entweder in den Recycling-Weg oder in die MVBs (108,109). 
 
Durch die Interaktion mit Multi-Proteinkomplexen, die für den Transport benötigt 
werden (ESCRTs; endosomal sorting complex required for transport), gelangt der 
EGF-Rezeptor in das Lumen der MVBs (110,111). Hier wird die zytoplasmatische 
Domäne abgespalten und so die Interaktion mit weiteren zytoplasmatischen Ziel-
proteinen unterbunden. Bei der Verschmelzung der EGFR-beladenen späten En-
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dosomen mit den Lysosomen kommt es zur Degradation des Ligand-Rezeptor-
Komplexes (112,113). Ein wichtiger Schritt ist dabei die De-Ubiquitinierung des 
Rezeptors, die zur Einsortierung in das Lumen der MVBs notwendig ist. Obwohl 
EGFR durch lysosomale Proteasen abgebaut wird, spielt das Proteasom eine nicht 
unerhebliche Rolle in der Kontrolle dieses Vorgangs, vermutlich durch die Regulie-
rung von den Transport kontrollierenden Proteinen (114). Unter Bedingungen, bei 
denen das Proteasom gehemmt ist, gelangt EGFR nicht mehr von der äußeren, 
limitierenden Membran der MVBs in das Lumen der inneren Vesikel (115). 
 
4.2.2.2.2 Die Ubiquitinierung von TrkA 
Vor kurzem konnten drei Arbeitsgruppen unabhängig voneinander zeigen, dass 
auch TrkA NGF-abhängig ubiquitiniert wird. Zum einen wurde gezeigt, dass TrkA 
ein Substrat der Ubiquitin-Protein-Ligase TRAF6 ist und von dieser NGF-abhängig 
durch Lysin63-Polyubiquitinierung markiert wird. Dadurch wird die Internalisierung 
von TrkA gesteuert (56). Dieser Vorgang wird durch die Aktivierung von p75 ver-
mittelt, welches ebenfalls mit TRAF6 interagiert (116). Dieselbe Gruppe zeigte au-
ßerdem, dass der lysosomale Abbau von TrkA abhängig von einer Proteasom-
gesteuerten De-Ubiquitinierung ist (117). 
 
Eine kanadische Arbeitsgruppe postulierte hingegen, dass p75 die Ubiquitinierung 
von TrkA hemmt und so die Internalisierung und auch den lysosomalen Abbau ver-
langsamt (57). Diese Gruppe beschrieb eine schwache, NGF-abhängige Polyubi-
quitinierung des Rezeptors. Eine andere Gruppe beschrieb, dass eine Multi-
Monoubiquitinierung von TrkA durch die E3-Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 zur Aktivie-
rung des Abbaus des Rezeptors führt (118). Die Ergebnisse dieser Studien deuten 
somit darauf hin, daß das Ubiquitin-Proteasom-System die Endozytose von TrkA 
reguliert, wobei jedoch der genaue Mechanismus weiter umstritten bleibt. 
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4.3 Neurodegenerative Erkrankungen 
 
Neurodegenerative Erkrankungen sind zumeist im höheren Lebensalter einsetzen-
de, in der Regel langsam fortschreitende Erkrankungen des Nervensystems, bei 
denen adulte Neurone absterben. Oft spielt die abnorme Aggregation von Protei-
nen eine Rolle. Zu diesen Krankheiten zählen unter anderem der Morbus (Mb.) 
Alzheimer, der Morbus Parkinson, die Chorea Huntington und die ALS (Amyo-
trophe Lateralsklerose). Die Aggregate können sowohl intra- als auch extrazellulär 
auftreten. 
 
4.3.1 NGF und seine Rezeptoren in neurodegenerativen Erkrankungen 
 
Da auch im adulten Nervensystem Neurotrophine und ihre Rezeptoren wichtig für 
das Überleben der Nervenzellen sind, stellt sich die Frage nach ihrer Rolle in der 
Pathogenese von Krankheiten mit Nervenzellverlust. Presenilin1, Bestandteil der γ-
Secretase, beeinflusst die Signaltransduktion und den endosomalen Transport von 
Trk-Rezeptoren (119,120). Die γ-Secretase selbst ist notwendig für die Prozessie-
rung von p75. Bei Beeinträchtigung der γ-Secretase, wie sie für hereditäre Mb. 
Alzheimer-Formen beschrieben wird, liegt möglicherweise auch eine Beeinträchti-
gung der Neurotrophinrezeptoren vor. Weitere Hinweise gibt ein transgenes 
Mausmodell, das einen NGF-neutralisierenden Antikörper exprimiert. Diese Mäuse 
entwickeln die für Alzheimer-typischen Plaques, fibrilläre Ablagerungen und Ge-
dächtnisdefekte (121). In Gentherapie-Versuchen mit NGF an acht Alzheimer-
Patienten wurde eine gewisse Verbesserung der kognitiven Fähigkeiten erreicht 
(122). 
 
Im späten Stadium der Alzheimerschen Krankheit sind cholinerge Neurone des 
Nucleus basalis (NB) besonders von Neurodegeneration betroffen. Die Menge an 
TrkA-Rezeptoren nimmt hier schon in den frühen Stadien der Demenz ab, die 
Menge an p75-Rezeptoren hingegen bleibt, trotz abnehmender Neuronenzahl, 
gleich (123). Ein Ungleichgewicht im Verhältnis von TrkA zu p75 löst möglicher-
weise p75-vermittelte Apoptose aus (124). Ursache hierfür könnte der gestörte re-
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trograde Transport von kortikalem NGF zu den cholinergen Neuronen im NB sein. 
Denn in einer weiteren Studie wurde bei Alzheimer-Patienten eine Abnahme von 
NGF in den cholinergen Neuronen des basalen Vorderhirns bei gleichzeitiger Er-
höhung des NGF-Gehalts in anderen Hirnregionen festgestellt (125).  
 
Wird im Zellmodell mutiertes Huntingtin exprimiert, kommt es zu vermindertem an-
terograden Transport von BDNF (126). Außerdem wurde gezeigt, dass TrkA-
Transport und -Signaltransduktion abhängig vom Huntingtin-assoziierten Protein1 
sind (127). Als Ursache hereditärer ALS wurden Mutationen in der Cu/Zn-
Superoxiddismutase gefunden. Solche Mutationen führen zu beeinträchtigtem 
axonalen Transport in den Motoneuronen eines transgenen Mausmodels (128) und 
somit vermutlich auch zu einem verringerten Transport von TrkA. 
 
4.3.2 Die Rolle des Proteasoms in neurodegenerativen Erkrankungen 
 
Das Ubiquitin-Proteasom-System ist essentiell für den Erhalt aller eukaryotischen 
Zellen, da es grundlegende zelluläre Prozesse wie Differenzierung (129), Prolifera-
tion (130), Apoptose (130), Transkription (131), Signaltransduktion (132), Stoff-
wechselregulierung (133) und viele weitere (134,135) kontrolliert. Es wird postu-
liert, dass eine lebenslange stetige Abnahme der Proteasomaktivität für die Akku-
mulation von abnormal gefalteten Proteinen und die Bildung von Einschlusskör-
pern verantwortlich ist und zur Genese neurodegenerativer Krankheiten beiträgt 
(136-140). Es kommt offensichtlich ein sich selbst verstärkender Mechanismus in 
Gang, bei dem die Proteinaggregation die Aktivität des Proteasoms weiter redu-
ziert (141-144). 
 
Bei einigen hereditären Formen neurodegenerativer Erkrankungen sind Schlüssel-
proteine des Ubiquitin-Proteasom-Systems mutiert. So führt z. B. eine rezessive 
loss-of-function Mutation des E3 Parkin (145-147) sowie eine heterozygote Mutati-
on der Ubiquitin Carboxy-terminalen Hydrolase L1 (UCHL1) zu erblichem Mb. Par-
kinson (148) . 
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4.4 Zielsetzung der Arbeit 
 
Neurodegenerative Erkrankungen sind schon jetzt häufig und werden zukünftig 
eine noch wichtigere Rolle spielen, da die Lebenserwartung stetig ansteigt. Daher 
ist eine Erforschung der diesen Krankheiten zugrunde liegenden zellulären Me-
chanismen von großer Bedeutung. 
 
Die Neurotrophine nehmen eine Schlüsselfunktion beim Erhalt von sich entwik-
kelnden und adulten Neuronen ein. Die korrekte Weiterleitung von neurotrophen 
Signalen ist abhängig vom endosomalen Transport der Rezeptoren. Die Erfor-
schung der regulierenden Mechanismen kann letztendlich von therapeutischem 
Nutzen sein. 
 
Das Ubiquitin-Proteasom-System ist als essentieller Knotenpunkt verschiedenster 
zellulärer Funktionen an der Pathologie neurodegenerativer Erkrankungen betei-
ligt. Dieses System reguliert den endosomalen Transport des Neurotrophinrezep-
tors TrkA durch dessen Ubiquitinierung (56,57,118). Darüber hinaus könnte eine 
direkte Beteiligung des Proteasoms, wie für den EGF-Rezeptor beschrieben 
(114,115), möglich sein. 
 
Das erste Ziel dieser Arbeit war daher den Einfluss des Proteasoms auf den endo-
somalen Transport von TrkA zu untersuchen. Dazu wurde auch die therapeutisch 
wirksame Substanz Bortezomib verwendet. Bortezomib wird häufig zur Behand-
lung hämatologischer Neoplasien, wie dem multiplen Myelom eingesetzt. Dieser 
Proteasominhibitor führt bei den Patienten als Nebenwirkung zu ausgeprägten 
axonalen, dosis-abhängigen Neuropathien (149). Es liegt die Vermutung nahe, 
dass dieser Effekt u. a. auf einen gestörten endosomalen Transport von TrkA zu-
rückzuführen ist. In diesem Zusammenhang ist es auch interessant zu untersu-
chen, ob eine Hemmung des Proteasoms zu Änderungen in den NGF-abhängigen 
Signaltransduktionskaskaden führt. Weiterhin sollten die Mechanismen der Regu-
lation des endosomalen Transports durch das Proteasom, sowie die Beteiligung 
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des zweiten NGF-Rezeptors p75, am endosomalen Transport von TrkA untersucht 
werden. 
 
Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte der Einfluss des pH-Werts auf die Bindungsaffi-
nität von TrkA und p75 zu NGF untersucht werden. Der endosomale Transport der 
NGF-Rezeptoren ist zwar bereits charakterisiert, aber der genaue Verbleib des 
NGFs ist noch weitestgehend ungeklärt. Es ist möglich, dass sich die Affinitäten 
pH-abhängig und damit auch abhängig vom Fortschreiten der endosomalen Rei-
fung ändern. Dies wäre ein weiterer möglicher Mechanismus der Regulierung der 
NGF-Signaltransduktion.
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5 Material und Methoden 
 
5.1 Geräte, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien 
 
5.1.1 Geräte und Software 
 
Tab. 1: Verwendete Geräte und Software 
 
Gerät Modell Quelle 
   
Autoklav Hiclav HV-50 HMC-Europe GmbH, 
Tüssling, D 
Blotapparatur XCell II Blot Module Invitrogen, Carlsbad, USA 
Brutschrank Zellkultur Function Line Heraeus, Hanau, D 
Heizblock Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg, D 
Microplatereader Microplatereader 
Benchmark 
Bio-Rad, Hercules, USA 
Mikroskope Axiovert 200M mit Apo-
tome-Modul und Axio-
vision Rel. 4.5 
Carl Zeiss, Jena, D 
 LSM510 Carl Zeiss, Jena, D 
pH-Messgerät pH211 Hanna Instruments, Woon-
socket, USA 
Photometer Biophotometer Eppendorf, Hamburg, D 
Pipetten Pipetman P10, P20, 
P100, P200, P1000 
Gilson, Middelton, USA 
Pipettierhilfen AccuJet, AccuJet Pro Brand, Wertheim, D 
Echtzeit-Biomolekülinterak-
tions-Analysensystem  
Biacore 2000 GE Healthcare, Chalfont St. 
Giles, GB 
Reinstwasseranlage Milli-Q System Millipore 
SDS-PAGE-Apparatur SE 260 Mighty Small II Hoefer, San Francisco, USA 
Über-Kopf-Rotator Rotator Drive STR4 Stuart Scientific, Stone, GB 
Vortex-Schüttler Vibrofix VF1 IKA, Staufen, D 
Waagen CP2202S, BP101S Sartorius, Göttingen, D 
Wasserbad Typ 1002 GFL, Burgwedel, D 
Zentrifugen Centrifuge 5804R  
Megafuge 1.0R 
Eppendorf, Hamburg, D 
Hereaus, Hanau, D 
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5.1.2 Verbrauchsmaterialien 
 
Alle Verbrauchsmaterialien, die nicht dem Fertigvorrat der Uniklinik Aachen ent-
nommen wurden, sind in der Tab. 2 mit dem zugehörigen Hersteller aufgelistet. 
 
Tab. 2: Verbrauchsmaterialien 
 
Material Hersteller 
  
Bakterienkulturröhrchen Greiner, Kremsmünster, A 
Blotpapier Whatman,Middlesex, UK 
CL-XPosure Röntgen-Film Pierce, Rockford, USA 
Deckgläser rund, 12mm, Nr.1 Menzel, Braunschweig, D 
Deckgläser rund, 30 mm, Nr1 Menzel, Braunschweig, D 
Immobilon-P PVDF-Membran Millipore, Billerica, USA 
Sensorchips CM5, PIONEER B1 GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GB 
Serologische Pipetten, 5, 10 und 25 ml VWR, Darmstadt, D 
Zellkulturschalen 100 x 20 mm Cell plus Sarstedt, Nürnbrecht, D 
Zellkulturschalen, 24-Loch-Formt, Poly-
styrol 
BD, Franklin Lakes, USA 
Zellkulturschale, 6-Loch-Format, Polysty-
rol 
BD, Franklin Lakes, USA 
Zellsieb, 40µm BD, Franklin Lakes, USA 
96-Loch-Platten, Polystyrol BD, Franklin Lakes, USA 
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5.1.3 Chemikalien, Enzyme und Kits 
 
In Tab. 3 sind wesentliche verwendete Chemikalien, Reagenzien und Kits aufge-
führt. Die nicht gesondert aufgeführten Chemikalien und Reagenzien wurden von 
folgenden Firmen bezogen: Sigma, Merck, Roth und Roche. 
 
Tab. 3: Verwendete Chemikalien, Enzyme und Kits 
 
Produkt Quelle 
  
Ammoniumperoxidsulfat Merck, Darmstadt, D 
Complete Protease Inhibitor Cocktail 
Tablets 
Roche, Mannheim, D 
DNAse Boehringer, Mannheim, D 
γ-Secretase Inhibitor XXI Merck, Darmstadt, D 
Immumount Eindeckmedium Thermo Electron Corporation, Pitts-
burgh, USA 
Lactacystin Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 
Lipofectamine LTX 
                       2000 
Invitrogen, Carlsbad, USA 
Lysotracker RedDND-99 Invitrogen, Carlsbad, USA 
Magermilchpulver für die Mikrobiologie Merck, Darmstadt, D 
Micro BCA Assay Kit Pierce, Rockford, USA 
Natrium-Ortho-Vanadate Sigma-Aldrich, St Louis, USA 
NEM (N-Ethylmaleimide) Pierce, Rockford, USA 
P75-Fc Chimäre R&D Systems, Minneapolis, USA 
Protein A Sepharose GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GB 
Protein G Sepharose GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GB 
Proteingrößen Standard Bio-Rad, Hercules, USA 
QIAfilter Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden, D 
Re-Blot Plus Mild Solution Chemicon, Temecul, USA 
Sulfo-NHS-LC Biotin Pierce, Rockford, USA 
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Produkt Quelle 
  
SuperSignal West Femto Maximum Sen-
sitivity Substrate 
Pierce, Rockford, USA 
Transferrin, Alexa Fluor-555 markiert Invitrogen, Carlsbad, USA 
TritonX-100 Sigma-Aldrich, St Louis, USA 
TrkA-Fc Chimäre R&D Systems, Minneapolis, USA 
 
5.2 Zelllinien, Plasmide, Medien und Zusätze für die Zellkultur 
 
5.2.1 Zelllinien 
 
Tab. 4:Verwendete Zelllinien 
 
Zelllinie Bezugsquelle 
  
PC12 
Phäochromozytomzelllinie, Ratte 
Department of Neurobiology, Stanford 
University School o Medicine, USA 
HEK-293 
Embryonale Nierenepithelzelllinie, 
Mensch 
Department of Neurobiology, Stanford 
University School of Medicine, USA 
 
5.2.2 Plasmide 
 
Tab. 5: Verwendete Plasmide 
 
Plasmid Vektor Beschreibung Quelle 
    
HA-TrkA pRc/CMV A7  cDNA der Ratte mit HA-tag 
an der extrazellulären Do-
mäne (N-Terminus) 
Edmund Hoppe, 
Martinsried, D 
p75-GFP pEGFP N1 cDNA der Ratte mit GFP-tag 
am C-Terminus 
Alex Krüttgen,  
Aachen, D 
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5.2.3 Zellkulturmedien und Zusätze 
 
Tab. 6: Verwendete Zellkulturmedien und Zusätze 
 
Substanz Hersteller 
  
B-27 Serum-free Supplement Invitrogen, Carlsbad, USA 
Bovines Serum Albumin Fraktion V Roche, Mannheim, D 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
- High Glucose  
Sigma - Aldrich, St Louis, USA 
Fetal Bovine Serum (South America Ori-
gin) 
Biowest, Nuaillé, F 
Gentamicin Invitrogen, Carlsbad, USA 
Glutamax Invitrogen, Carlsbad, USA 
Goat Serum Donor Herd Sigma - Aldrich, St Louis, USA 
Neurobasalmedium Invitrogen, Carlsbad, USA 
NGF Genentech, San Francisco, USA 
Opti-MEM I mit Glutamax Invitrogen, Carlsbad, USA 
Poly-L-Lysin (MW 70000 - 150000) Sigma - Aldrich, St Louis, USA 
Trypsin-EDTA Sigma - Aldrich, St Louis, USA 
 
5.3 Antikörper 
 
Bei der Western Blot-Analyse und in der indirekten Immunfluoreszenz erfolgt der 
Nachweis von Proteinen zunächst über spezifische primäre Antikörper, die dann 
von artspezifischen sekundären Antikörpern erkannt werden. An diese ist jeweils 
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) für den indirekten Nachweis 
gekoppelt. Für die Detektion in der indirekten Immunfluoreszenz sind die sekundä-
ren Antikörper mit einem Alexa Fluor-Farbstoff markiert. Die in der vorliegenden 
Arbeit verwendeten Antikörper sind in Tab. 7 und Tab. 8 aufgeführt. 
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Tab. 7: Primäre Antikörper  
Aufgeführt sind Klonalität (mc, monoklonal; pc, polyklonal) Herkunftsspezies des Antikörpers, das 
zu detektierende Immunogen, die Bezugsquelle und die eingesetzte Verdünnung für die jeweilige 
Anwendung (IF: indirekte Immunfluoreszenz; WB: Western Blot). 
 
Antikörper Immunogen IF WB Quelle 
mc-mouse α-HA HA-Epitope in der Mitte 
sowie am C- und N-
Terminus  
1:500 --- Covance, Berke-
ley, USA 
mc-mouse α-HA 
Alexa Fluor488 
markiert 
HA-Epitope in der Mitte 
sowie am C- und N-
Terminus  
1:500 --- Covance, Berke-
ley, USA 
mc-mouse α-
Ubiquitin 
Ubiquitin, Polyubiquitin und 
Ubiquitin-konjugierte Pro-
teine 
--- 1:1000 Covance, Berke-
ley, USA 
mc-mouse α-Akt C-Terminus Akt, Maus --- 1:1000 CST, Danvers, 
USA 
mc-mouse α-P-
p44/42-
MAPKinase 
Umgebung der phosphory-
lierten Thr202 und Tyr204 
von humanem Erk1 und 
Erk2 
--- 1:500 CST, Danvers, 
USA 
mc-mouse α-Trk AS 777-790 am C-
Terminus von humanem 
TrkA 
--- IP:1:80 Santa Cruz, 
Santa Cruz, USA 
pc-rabbit α-TrkA Extrazelluläre Domäne von 
TrkA der Ratte 
--- 1:1000 Upstate, Char-
lottesville, USA 
pc-rabbit α-
pTrkA 
Umgebung des phosphory-
lierten Tyr490 von huma-
nem TrkA 
--- 1:1000 CST, Danvers, 
USA 
pc-rabbit α-pAkt Umgebung des phosphory-
lierten Ser473 von Akt der 
Maus 
--- 1:500 CST, Danvers, 
USA 
pc-rabbit α-
p44/42 MAP 
Kinase 
C-Terminus von Erk1 der 
Ratte 
--- 1:1000 CST, Danvers, 
USA 
pc-rabbit α-
EGFR 
C-Terminus von humanem 
EGFR 
--- 1:1000 Santa Cruz, 
Santa Cruz, USA 
pc-rabbit α-p75 Intrazelluläre Domäne, AS 
274 - 425 
--- 1:2000 Upstate, Char-
lottesville, USA 
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Tab. 8: Sekundäre Antikörper 
 
Antikörper Verdünnung 
IF 
Verdünnung 
WB 
Quelle 
goat-α-mouse IgG-HRP --- 1:3000 Pierce, Rockford, 
USA 
goat-α-rabbit IgG-HRP --- 1:1500 Pierce, Rockford, 
USA 
goat-α-mouse IgG-Alexa-488 1:1000 --- Invitrogen, Carlsbad, 
USA 
goat-α-mouse IgG-Alexa-350 1:250 --- Invitrogen, Carlsbad, 
USA 
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5.4 Puffer und Medien 
 
5.4.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) 
 
4×Sammelgelpuffer   Tris  00   0,5 M 
     (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) 
SDS 00    0,4 % (w/v) 
(pH = 6,8 titriert mit 1 M HCl) 
 
4× Trenngelpuffer    Tris-HCl  00   1,5 M 
SDS 00    0,4 % (w/v) 
(pH = 8,8 titriert mit 1 M HCl) 
 
Aminoperoxodisulfatlösung  Aminoperoxodisulfat 0  20,0 % (w/v) 
(APS)     in Wasser 
 
Trenngel     40%ige Acrylamid-Lösung  3,65 ml 
(7,5%ig (w/v), für 2 Minigele)  2%ige Bis-Acrylamid-Lösung 2,01 ml 
4× Trenngelpuffer 00  5,0 ml 
bidest. Wasser 00   9,13 ml 
APS     0 200 µl 
TEMED 00    20 µl 
(N,N,N`,N`-Tetramethylethylendiamin) 
 
Trenngel     40%ige Acrylamid-Lösung  6,08 ml  
(12,5%ig (w/v), für 2 Minigele)  2%ige Bis-Acrylamid-Lösung 3,35 ml 
4× Trenngelpuffer 00  5,0 ml 
bidest. Wasser 00   5,36 ml 
APS     0 200 µl 
TEMED 00    20 µl 
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Sammelgel    40%ige Acrylamid-Lösung  960 µl 
(4%ig (w/v), für 2 Minigele) 2%ige Bis-Acrylamid-Lösung 520 µl 
4× Sammelgelpuffer 00  2,5 ml 
bidest. Wasser 00   5,91 ml 
APS     0 100 µl 
TEMED 00    10 µl 
 
1× Laufpuffer    Tris-HCl   0   25,0 mM 
Glycin     190 mM 
SDS 00    0,1 % (w/v) 
(pH = 8,3 titriert mit 1 M HCl) 
 
2× SDS-Lämmli-Ladepuffer  Tris-HCl      100 mM 
SDS      110 mM 
Glycerin 0    40 % (v/v) 
β-Mercaptoethanol 00  2 mM 
Spatelspitze Bromphenolblau 
(pH = 6,8 titriert mit 1 M HCl) 
 
5.4.2 Immunblot 
 
Transfer-Puffer   Tris-HCl     25 mM 
     Glycin     192 mM 
     Methanol    20 % (v/v) 
     (pH = 8,3 titriert mit 1 M HCl) 
 
1× TBS-Tween    Tris-HCl    10 mM 
     NaCl     150 mM 
     Na2HPO4    50 mM 
     Tween 20    0,05 % (v/v) 
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Blockinglösung   Magermilchpulver   5 % (w/v) 
     Tween 20    0,05 % (v/v) 
     In 1× PBS 
 
5.4.3 Puffer und Lösungen für die Immunfluoreszenz 
 
1x PBS    NaCl     137 mM 
     KCl     0,27 mM 
     Na2HPO4    0,5 mM 
     K2HPO4    0,15 mM 
     CaCl2     0,9 mM 
     MgCl2     0,5 mM 
 
Paraformaldehydlösung  Paraformaldehyd   4 % (w/v) 
     In 1x PBS 
 
 
Blockinglösung   BSA     1 % (w/v) 
     Saponin    0,05 % (w/v) 
     in 1x PBS 
 
Primär-Antikörper-Lösung  BSA     1 % (w/v) 
     in 1x PBS 
 
Sekundär-Antikörper-Lösung BSA     1 % (w/v) 
     Goat-Serum    10 % (v/v) 
     in 1x PBS 
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5.4.4 Puffer und Lösungen für die Lysatherstellung 
 
RIPA - Lysepuffer   Tris-HCl     50 mM  
     NaCl     150 mM 
     Natriumdeoxycholat  0,5 % (w/v) 
Nonidet p-40    1 % (v/v) 
SDS     0,1 % (w/v) 
(pH = 8,0) 
 
5.4.5 Puffer und Lösungen für die Analysen der NGF-NGF-Rezeptor In-
teraktionsanalysen 
 
1 x HEPES/MES Puffer  MES     10 mM 
     (2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure) 
     HEPES    10 mM 
(2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure) 
NaCl     15 mM 
EDTA     3,4 mM 
(Ethylendiamintetraessigsäure) 
Tween 20    0,05 % (v/v) 
 
5.5 Zellkulturmethoden 
 
5.5.1 Zellkultivierung 
 
Die Zelllinien wurden in DMEM mit 10 % FCS und in einer wasserdampfgesättigten 
Atmosphäre mit 5 % CO2 im Zellkulturinkubator kultiviert. Konfluente Kulturen wur-
den mit Trypsin-EDTA von der Kulturplatte gelöst und im Verhältnis 1:2 (PC12-
Zellen) oder im Verhältnis 1:8 (HEK293-Zellen) in neues Kulturmedium überführt. 
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5.5.2 Kryokonservierung 
 
Zunächst wurden die Zellen mit 4 ml Trypsin-EDTA von einer 80 % konfluenten 
Platte gelöst und in eine Probenröhre mit 6 ml warmem Kulturmedium überführt. 
Nach Zentrifugation für 5 min bei 1250 rpm (Megafuge 1.0R, Hereaus) wurde der 
Überstand abgenommen und das Zellsediment im Kryomedium (90 % FCS, 10 % 
DMSO) aufgenommen und in Kryoröhrchen umgefüllt. Diese wurden zunächst in 
einem speziellen Isopropanol-gefüllten Gefäß schonend auf -80°C abgekühlt bevor 
sie dann zur Langzeitlagerung in flüssigem Stickstoff eingefroren wurden. 
 
5.5.3 Beschichtung von Zellkulturoberflächen 
 
Zur Verbesserung der Zelladhäsion wurden bei verschiedenen Versuchen Zellkul-
turschalen und Deckgläser mit Poly-L-Lysin beschichtet. Hierzu wurden die Kultur-
gefäße mit einer 0,01 %igen (w/v) Poly-L-Lysin Lösung befüllt und 30 min im Zell-
kulturinkubator inkubiert. Anschließend wurde die Lösung abgenommen und die 
Schalen dreimal mit dem gleichen Volumen sterilem Wasser gespült. 
 
5.5.4 Gewinnung von neuronalen Primärkulturen aus dem Kortex 
postnataler Ratten 
 
Um primäre Neurone zu gewinnen, wurden postnatale Ratten (Tag 1-2) verwendet.  
Zunächst wurde das gesamte Gehirn entnommen und dann das Cerebrum abge-
trennt. Von diesem wurden die Meningen entfernt, der Kortex freipräpariert und in 
eiskaltem 1x PBS auf Eis gesammelt. Anschließend wurden die Hirnteile mit einer 
Rasierklinge in kleinere Stücke geschnitten und wieder in PBS transferiert. Zu 10 
ml des PBS-Puffers wurden 1,5 ml Trypsin-Lösung zugegeben und der Ansatz für 
10 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde DNAse  (Endkonzentration 4 µg/ml) 
zugegeben und die Stücke durch Auf- und Abpipettieren mit einer 10 ml-Pipette 
zerkleinert. Um unerwünschtes Gewebsmaterial zu entfernen, wurde die Suspen-
sion durch ein Zellsieb (Porengröße 40 µm) filtriert. Durch Zentrifugation bei 
750 rpm (Megafuge 1.0R, Hereaus) für 5 min wurden die Zellen sedimentiert. Der 
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PBS-Puffer wurde abgenommen und durch Neurobasalmedium mit Glutamax 
(2 mM), B-27 Supplement (1x) und Gentamicin (50 µg/ml) ersetzt. Um uner-
wünschte Fibroblasten zu entfernen, wurde die Suspension auf 10 cm Zellkultur-
schalen für 1 h im Zellinkubator inkubiert. Die Fibroblasten adhärieren schneller als 
die primären Neurone, welche in der Suspension verbleiben. Der Überstand wurde 
anschließend erneut durch das Zellsieb gegeben und die Zellen auf Poly-L-Lysin 
beschichteten, runden Deckgläsern in 24-Loch-Platten ausgesät. Alle zwei Tage 
wurde das alte Medium durch frisches ersetzt. 
 
5.5.5 Transfektion mittels Lipofektion 
 
Die Transfektion der PC12-Zellen erfolgte mit Lipofectamine LTX nach Angaben 
des Herstellers und mit Zugabe des PLUS Reagenz. Die Verdünnungen von DNA, 
Lipofectamine und PLUS erfolgten in serumfreiem OptiMEM. Zur Transfektion von 
primären Neuronen und HEK293-Zellen wurde Lipofectamine 2000 verwendet. 
Zwei Stunden vor Zugabe der Ansätze zu den primären Neuronen wurde das Me-
dium abgenommen und durch Medium ohne Antibiotika ersetzt. 4 h nach Zugabe 
der Reagenzien wurde das Transfektionsmedium von den primären Neuronen ent-
fernt und frisches Medium mit Antibiotika zugegeben. 
 
5.5.6 Stimulation von PC12-Zellen  
 
Zur Stimulation von PC12-Zellen wurden diese auf mit Poly-L-Lysin beschichteten 
Zellkulturoberflächen kultiviert und zunächst dreimal mit warmem DMEM mit 0,1 % 
(m/v) BSA (DMEM/BSA) gewaschen. Dann wurden die Zellen mindestens 30 min 
im Inkubator in DMEM/BSA inkubiert. So werden alle Wachstumsfaktoren aus dem 
Medium entfernt und Liganden-freie Wachstumsfaktorrezeptoren befinden sich auf 
der Zelloberfläche. Anschließend konnten die Zellen mit NGF (50 ng/ml) oder 
EGF (20 ng/ml) stimuliert werden. 
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5.5.7 Quantifizierung der Zellen mit neuronalem Phänotyp 
 
Die Zellen wurden mit 20- oder 40-facher Vergrößerung am Axiovert 200M Mikro-
skop betrachtet und im Hellfeld von repräsentativen Gesichtsfeldern Aufnahmen 
gemacht. Zellen mit Fortsätzen („Neuriten“), die mindestens dem Zelldurchmesser 
entsprachen, wurden als Zellen mit neuronalem Phänotyp gewertet. 200 Zellen von 
jeder Versuchskondition wurden ausgezählt. 
 
5.6 Proteinbiochemische Methoden 
 
5.6.1 Herstellung von Proteinlysaten 
 
Zur Untersuchung von intrazellulären, löslichen Proteinen wurden PC12-Zellen auf 
Poly-L-Lysin beschichteten 100x20 mm Zellkulturschalen kultiviert. Die Zellen wur-
den dreimal mit eiskaltem 1x PBS auf Eis gewaschen und anschließend durch Zu-
gabe von 1 ml RIPA-Lysepuffer und mindestens 30 minütiger Inkubation auf Eis in 
den Zellkulturschalen aufgeschlossen. Dem RIPA-Puffer wurde Complete Protea-
seinhibitor nach Angaben des Herstellers (Roche) und Natrium-Ortho-Vanadate 
(Endkonzentration 1 mM) vor Gebrauch zugesetzt. Anschließend wurde der Inhalt 
der Schalen in ein vorgekühltes, 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 10 min bei 
14.000 rpm (Centrifuge 5804R, Eppendorf) und 4°C ab zentrifugiert. Der Überstand 
stellt den Proteinrohextrakt dar. 
 
5.6.2 Probenvorbereitung für die SDS-PAGE 
 
Zur Denaturierung der Proteine wurden die Lysate im Verhältnis 1:2 mit Lämmli-
Puffer verdünnt und für 5 min gekocht. Nach Abzentrifugieren für 1min bei 
14.000 rpm (Centrifuge 5804R, Eppendorf) konnten die Proben direkt auf das 
SDS-Gel aufgetragen oder bei -20°C eingefroren werd en. 
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5.6.3 Proteinkonzentrationsbestimmung 
 
Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration der Zelllysate erfolgte mit dem 
Micro BCA Assay Kit (Pierce). Das dem Kit zugrunde liegende Messprinzip beruht 
auf der von Aminogruppen vermittelten Umsetzung der Bicinchonin-Säure (BCA) 
zu einem violett gefärbten Chelat. Der Grad der durch diese Chelat hervorgerufe-
nen Färbung ist der Proteinmenge proportional. Durch Messung der Extinktion bei 
562 nm (Absorptionsmaximum des BCA-Chelats) und Vergleich mit einer BSA-
Standardkurve kann der Proteingehalt festgestellt werden. Die Lysate wurden 1:50 
mit Wasser und die Standardproben mit verdünntem RIPA-Puffer (1:50 in Wasser) 
verdünnt. Die Auswertung erfolgte mit dem Benchmark Microplatereader von BIO-
RAD. 
 
5.6.4 Immunpräzipitation 
 
Zum Nachweis von ubiquitiniertem TrkA wurden mit NGF stimulierte PC12-Zellen 
mit RIPA-Puffer lysiert. Dem RIPA-Puffer wurden zusätzlich zu dem Proteaseinhi-
bitor-Cocktail und dem Natrium-Ortho-Vanadate der Proteasominhibitor MG132 
(Endkonzentration 5 µM) und MEM (Endkonzentration 10 mM) zugesetzt. Der Pro-
teinrohextrakt wurde mit einem monoklonalen α-TrkA-Antikörper (Santa Cruz) ver-
setzt und über Nacht bei 4°C in einem Über-Kopf-Rot ator inkubiert. Am nächsten 
Tag wurde der TrkA-Antigen-Antikörper-Komplex durch Zugabe von 25 µl Protein 
A-Sepharose und Über-Kopf-Rotation bei 4°C für 2 h präzipitiert. Anschließend 
wurde die Sepharose durch einminütige Zentrifugation bei 14.000 rpm (Centrifuge 
5804R, Eppendorf) sedimentiert und der Überstand verworfen. Nach dreimaligem 
Waschen mit RIPA-Puffer wurde das Sediment in 1x Lämmli-Puffer aufgenommen 
und 5 min gekocht. Die Proben wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt. 
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5.6.5 Biotinylierung der Oberflächen-Rezeptoren 
 
Diese Methode wurde zur Detektion von Rezeptoren auf der Zellmembran einge-
setzt. PC12-Zellen wurden auf Poly-L-Lysin-beschichteten Zellkulturschalen aus-
gesät; der Versuch wurde bei einer Zellkonfluenz von 80-90 % gestartet. Nach 
Vorbehandlung und Stimulation wurde das Medium abgenommen und die Zellen 
dreimal mit eiskaltem 1x PBS-Puffer gewaschen. Anschließend wurden die Zellen 
mit einer Sulfo-NHS-LC-Biotin-Lösung (0,5 mg/ml in 1x PBS) bei 4°C schüttelnd 
inkubiert. Nach dem Entfernen der Lösung und dreimaligem Waschen mit eiskal-
tem PBS wurden die Zellen mit einer 0,1 M Glycin-Lösung für 20 min bei 4°C inku-
biert. Dadurch wurde überschüssiges Biotin gebunden. Nach Entfernung der Gly-
cin-Lösung und dreimaligem Waschen mit eiskaltem PBS-Puffer wurden die Zellen 
lysiert. Die Lysate wurden bei 4°C und im Über-Kopf -Rotator schüttelnd über Nacht 
mit Streptavidin-Sepharose (25 µl Sepharose/500 µl Lysat) inkubiert. Dadurch 
wurden alle Biotin-markierten Proteine an die Sepharose gebunden. Die Aufarbei-
tung der Präzipitate erfolgte wie bei der Immunpräzipitation. 
 
5.6.6 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) 
 
Die SDS-PAGE ist eine Elektrophorese-Methode, bei der die Proteine zunächst 
von einer Hülle aus SDS-Molekülen umgeben werden. Der gebildete Komplex hat 
eine zur Proteinmasse proportionale negative Ladung, welche die Eigenladung der 
Moleküle maskiert. So werden die Proteine bei der Wanderung durch die Polyacry-
lamidmatrix der Größe nach aufgetrennt. Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE 
besteht die Gelmatrix aus einem großporigem Sammel- und einem kleinporigem 
Trenngel. Durch diese Aufteilung wird eine hohe Trennleistung und große Banden-
schärfe erreicht. Zusätzlich zu den Proben wurde auf das Gel ein gefärbter Protein-
Größenstandard aufgetragen. So ließ sich den später detektierten Proteinen eine 
Masse zuordnen, was ihre Identifikation erleichterte. Die Elektrophorese wurde mit 
200 V durchgeführt bis die Lämmli-Puffer-Lauffront unten aus dem Gel austrat. 
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5.6.7 Western Blot 
 
Bei diesem Verfahren werden Proteine mittels Elektrotransfer von einem Polyacry-
lamidgel auf eine PVDF-Membran übertragen. Dazu wurden zunächst Gel, Blotpa-
pier und die mit Methanol abgesättigte Membran in Transfer-Puffer äquilibriert und 
anschließend wurden im Tank-Blot-Verfahren die Proteine in 1 h bei 100 V auf die 
Membran übertragen. 
 
5.6.8 Immundetektion 
 
Auf einer PVDF-Membran immobilisierte Proteine können durch Antikörper hoch-
spezifisch nachgewiesen werden. Dazu ist ein gegen das Protein gerichteter pri-
märer Antikörper oder ein gegen den primären Antikörper gerichteter sekundärer 
Antikörper an ein Enzym gekoppelt, welches eine detektierbare Reaktion kataly-
siert. Zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die PVDF-Membran 
mit den immobilisierten Proteinen 4 h bei RT in einer Blockinglösung inkubiert. Es 
erfolgte die Inkubation des primären Antikörpers (vgl. Tab. 7) ü.N. bei 4°C in Blok-
kinglösung. Nach fünfmaligem Waschen in 1x TBS/Tween 20 für je 5 min wurde 
die Membran für 1 h bei RT mit dem sekundären Antikörper (vgl. Tab. 8) in Blok-
kinglösung versetzt. Abschließend erfolgte ein fünfmaliges Waschen mit 1x 
TBS/Tween 20 für je 5 min bei RT. 
 
Die an den sekundären Antikörper gekoppelte Meerrettichperoxidase oxidiert in 
Gegenwart von Wasserstoff Luminol, wobei Licht frei wird. Als Substrat für die 
HRP diente das SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Pierce), 
welches nach Herstellerangaben verwendet wurde. Die Detektion des emittierten 
Lichts erfolgte durch Auflegen von Röntgenfilmen für mindesten 2 s und maximal 
30 min. Zur Auswertung wurden die entwickelten Röntgenfilme eingescannt und 
die Intensität der Banden mit Hilfe von Photoshop 6.0 analysiert. 
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5.7 Zellbiologische Methoden 
 
5.7.1 Direkte und indirekte Immunfluoreszenz 
 
Bei der direkten Immunfluoreszenz wird das Antigen in der fixierten Probe mit ei-
nem Fluoreszenz-markierten Antikörper detektiert. Bei der indirekten Immunfluo-
reszenz wird das Antigen in einer fixierten Probe zunächst von einem spezifischen 
primären Antikörper gebunden. Anschließend wird dieser Antikörper von einem 
zweiten, mit einem Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikörper detektiert. Für diese 
Methoden wurden runde Deckgläser in 24-Loch-Platten ausgelegt und mit Poly-L-
Lysin beschichtet. Anschließend wurden PC12-Zellen in einer Dichte von 
100.000 Zellen/ml oder HEK293-Zellen in einer Dichte von 50.000 Zellen/ml aus-
gesät. Am nächsten Tag erfolgte die Transfektion. Bei Versuchen mit nicht-
transfizierten Zellen wurden die Zellen am gleichen Tag gefärbt. Transfizierte Zel-
len wurden am Tag nach der Transfektion gefärbt. Zunächst wurde das Medium 
von den Zellen abgenommen und die Zellen einmal mit kaltem 1x PBS-Puffer ge-
waschen. Anschließend wurde mit 4 %iger Paraformaldehydlösung fixiert. Zum 
Blocken der unspezischen Bindungsstellen wurden die Zellen für 30 min mit der 
Blockinglösung bei RT inkubiert. Danach  wurde dreimal mit PBS-Puffer gewa-
schen. Es wurde bei RT für 1h mit dem primären Antikörper in Primär-Antikörper-
Lösung inkubiert, dreimal mit PBS-Puffer gewaschen und für 30 min mit sekundä-
rem Antikörper in Sekundär-Antikörper-Lösung bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen wurden die Deckgläser mit Immumount-Medium auf Objekt-
trägern eingebettet.  
 
Die Zellen wurden mit dem inversen Mikroskop Axiovert 200M der Firma Zeiss be-
trachtet. Dieses Mikroskop ist zusätzlich mit einem Apotome-Modul ausgestattet. 
Dieses Modul ermöglicht es optische Schnitte durch die Präparate zu legen und so 
die Fluoreszenz kleiner Strukturen wie Endosomen zu untersuchen. Zur Verarbei-
tung der Daten diente das AxioVision 4.6 Programm. Zur Betrachtung von Alexa 
Fluor-488 wurde Filtersatz 37, zur Betrachtung von Alexa Fluor-555 wurde Filter-
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satz 15 und zur Betrachtung von Alexa Fluor-350 wurde Filtersatz 01 der Firma 
Zeiss verwendet. 
 
5.7.2 Immunfluoreszenz an lebenden Zellen 
 
Die Untersuchung von Immunfluoreszenzen an lebenden Zellen hat gegenüber der 
an fixierten Zellen den Vorteil, dass native Proteine detektiert werden können und 
die Zellstrukturen unverändert vorliegen. Außerdem können Vorgänge wie zum 
Beispiel der endosomale Transport von Proteinen in Echtzeit betrachtet werden. 
 
Zwei Tage vor Versuchsbeginn wurden PC12-Zellen mit einer Dichte von 
100.000 Zellen/ml bzw. sechs Tage vor Versuchsbeginn primäre Neurone mit einer 
Dichte von 200.000 Zellen/ml auf runden Deckgläsern in 6-Loch-Platten ausgesät. 
Diese Zellen wurden einen Tag später mit HA-TrkA transient transfiziert. Zu Ver-
suchsbeginn wurden die PC12-Zellen in DMEM/BSA für 4 h im Inkubator und die 
primären Neurone im Neurobasalmedium belassen. Anschließend wurden die 
Deckgläser in die Inkubationskammer des Zeiss LSM510 Mikroskops gebracht. 
Hier wurden die Zellen unter Kulturbedingungen (DMEM ohne Phenolrot versetzt 
mit 0,2 % BSA, 1 % HEPES, 5 % CO2, 37°C) mikroskopiert. 
 
Um den endosomalen Transport des HA-TrkAs verfolgen zu können, wurde ein 
Alexa Fluor-488-markierter anti-HA Antikörper (Endkonzentration 2 µg/ml) in das 
Medium gegeben. Die Internalisierung des mit Fluoreszenzfarbstoff-markiertem 
Antikörper-HA-TrkA-Rezeptor-Komplexes wurde durch die Zugabe von NGF ge-
startet (Endkonzentration 50 ng/ml). Zur Identifikation der endosomalen Komparti-
mente wurden dem Medium Alexa Fluor-555 markiertes Transferrin (Endkonzen-
tration 25 µg/ml) zur Markierung der Recycling-Endosomen oder RedDND-99 mar-
kierter Lysotracker (Endkonzentration 100 nM) zur Färbung der Lysosomen zuge-
geben. Bei den Versuchen mit den PC12-Zellen wurde Transferrin zu Beginn des 
Versuchs zusammen mit dem Antikörper und NGF in das Medium gegeben. Der 
Lysotracker wurde nach 90 min zugeben. Bei den primären Neuronen wurde der 
Lysotracker 1 h nach Versuchsbeginn zugegeben. 
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Das verwendete Mikroskop war mit einem Argon-Laser und einem Helium/Neon 
Mischgas-Laser ausgestattet. Zur Anregung des Alexa Fluor-488 diente Licht der 
Wellenlänge von 488 nm, zur Anregung des Alexa Fluor-555 und zur Anregung 
des RedDND-99 diente Licht der Wellenlänge von 543 nm. Um verschiedene Fluo-
reszenz-Signale von einer Zelle aufzunehmen, wurde die Multi-Track-Funktion des 
LSM510 verwendet. Der motorisierte Scanningtisch ermöglichte die Beobachtung 
verschiedener Zellen in einem Präparat über die gesamte Zeit. 
 
5.8 Molekularbiologische Techniken 
 
5.8.1 Transformation chemisch kompetenter E. coli  
 
25 µl kompetente E. coli Zellen (One Shot TopTen, Invitrogen) wurden mit 2 – 
10 µl Plasmid-DNA Lösung (0,1 – 1 µg/µl) versetzt und 30 min bei 4 °C inkubiert. 
Anschließend erfolgte der Hitze-Schock, durch den die Plasmid-DNA in die Zellen 
gelangt, indem die Zellen für 45 s einer Temperatur von 42 °C ausgesetzt wurden. 
Darauf folgend wurden die Zellen in 250 µl sterilem LB-Medium aufgenommen. Es 
folgte eine Inkubation von 1 h bei 37 °C und 200 rp m. 10 µl und 50 µl der transfor-
mierten Zellen wurden auf LB-Agar-Platten mit geeigneten Antibiotika-Zusätzen 
ausgestrichen und ü.N. bei 37°C inkubiert. 
 
5.8.2 Präparation von Plasmid-DNA 
 
Plasmid-Präparationen wurden mit dem QIAfilter Plasmid Maxi Kit nach Angaben 
des Herstellers durchgeführt. 
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5.8.3 Bestimmung von DNA-Konzentrationen 
 
Die Konzentration einer DNA-Lösung wurde durch Messung der Absorption bei 
260 nm und 280 nm in einem Photometer bestimmt. Eine OD260nm = 1,0 definiert 
eine dsDNA-Konzentration von 50 µg/ml. Die Reinheit der Lösung ergab sich aus 
dem Quotienten aus OD260nm und OD280nm. Ein Quotient von 1,8 entspricht 
dabei einer reinen dsDNA-Lösung. 
 
5.9 Biophysikalische Methoden 
 
5.9.1 Kinetische Analysen der Bindung von NGF an TrkA und p75 unter 
Verwendung des Biosensor-basierten Biacore-Systems 
 
Die Interaktion zweier Moleküle lässt sich mittels Oberflächen-Plasmon-Resonanz 
(surface plasmon resonance, SPR) Biosensoren in Echtzeit untersuchen. Bei dem 
in dieser Arbeit verwendeten Gerät der Firma Biacore (Biacore 2000) wird ein In-
teraktionspartner (dieser wird als Ligand bezeichnet) an die Oberfläche eines Sen-
sorchips gekoppelt. Der zweite Bindungspartner wird als Analyt bezeichnet und 
liegt in Lösung vor. Dieser wird in einem kontinuierlichen, laminaren Fluss über den 
auf dem Chip gebundenen Liganden geleitet. Der Analyt bindet und die Proteine 
akkumulieren auf dem Chip, was sich in einer Änderung des Messsignals (die ver-
wendete Einheit ist RU für resonance units) widerspiegelt. 
 
5.9.1.1 Aufbau des Biacore Messgeräts 
Neben einem PC zur Steuerung und Datenverarbeitung besteht ein Biacore Gerät 
aus folgenden Komponenten: 
1) Einer Peristaltikpumpe, die den kontinuierlichen Pufferfluss gewährleistet. 
2) Der Integrated Fluidic Cartridge (IFC) welcher Kapillaren enthält durch die 
der Puffer geleitet wird. 
3) Dem Sensorchip der aus einem Glaskörper, einer darauf aufgebrachten 
Goldschicht und einer Dextranmatrix besteht. Hierauf werden die Proteine 
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immobilisiert und auf der Goldschicht entsteht das Oberflächen-Plasmon-
Resonanz-Phänomen (s. 5.9.1.2). 
4) Dem optischen System zur Erzeugung und Detektion der SPR. 
Aus dem  Sensorchip und dem IFC werden vier Flusszellen gebildet durch die 
Probelösungen sequenziell geleitet werden. 
 
5.9.1.2 Prinzip der Oberflächen-Plasmon-Resonanz (SPR) 
Die SPR misst die durch die Bindung von Proteinen hervorgerufenen Änderungen 
der Masse auf dem Biosensor über Änderung des refraktorischen Index. Dabei fällt 
monochromatisches, parallel-polarisiertes Licht im Winkel der totalen internen Re-
flektion auf die Chipoberfläche (vgl. Abb. 4). Der Chip ist mit einer dünnen Gold-
schicht überzogen, die sich zwischen dem Glaskörper des Chips und dem wässri-
gen Medium befindet. Trifft nun das Licht auf diese elektrisch-leitfähige Oberfläche, 
regt es die im metallischen Leiter frei beweglichen Elektronen (so genannte Plas-
mone) an und es kommt zur Resonanz wobei ein Teil der Energie absorbiert wird. 
Das Intensitätsprofil des reflektierten Lichtstrahls weist dabei bei einem charakteri-
stischen Winkel ein Energieminimum auf. Dieser Winkel ist abhängig vom Bre-
chungsindex der oberflächennahen Schicht des optisch dünneren Mediums. Bindet 
der Analyt an den Liganden, verändert sich die Masse der Proteine auf der Ober-
fläche des Chips und damit der so genannte Resonanzwinkel. Dies wird in einem 
Sensorgramm als Resonanzeinheitsänderung angezeigt. Das gemessene Signal 
ist der Oberflächenkonzentration des gebundenen Proteins direkt proportional: 
1000 RU entsprechen 1 ng Protein pro mm2 Oberfläche. 
Dieses Messprinzip ist im Biacore 2000 Gerät verwirklicht und automatisiert. 
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Abb. 4: Prinzip der SPR-Messung mit dem Biacore Messgerät 
Das polarisierte Licht fällt auf die Messoberfläche und durch die Oberflächen Plas-
mon Resonanz entsteht ein Intensitätsabfall im reflektierten Licht. Sobald ein Analyt 
an den immobilisierten Liganden bindet, ändert sich der Brechungsindex und somit 
verändert der Schatten im reflektierten Licht seine Position. Die Winkeländerung 
des Schattens wird im Sensorgramm als Resonanzsignal dargestellt (verändert 
nach: Biacore Handbuch). 
 
5.9.1.3 Interpretation eines Biacore Sensorgramms 
Das Sensorgramm beschreibt die Änderung des refraktorischen Index und somit 
der Masse auf der Oberfläche des Sensorchips mit der Zeit. Wird Laufpuffer im IFC 
über die Messoberfläche des Chips geleitet, so wird die Basislinie (Abb. 5 grau-
gestrichelte Linie) gemessen. Sobald ein Analyt mit einer Konzentration c über die 
Oberfläche des Chips strömt, der mit dem Liganden auf der Oberfläche interagiert, 
so nimmt die Protein-Masse zu und das Signal steigt proportional dazu an (in Abb. 
5 ausgedrückt durch Assoziation). Wird die Injektion des Analyten gestoppt und es 
fließt wieder Laufpuffer über die Oberfläche beginnt der Analyt zu dissoziieren. 
Dies wird sichtbar an der Abnahme des Signals in der mit Dissoziation gekenn-
zeichneten Phase. Zur Regeneration der Messoberfläche des Chips werden Lö-
sungen, je nach Art der zu lösenden Proteininteraktion, mit hohem sauren oder 
basischen pH-Wert über den Chip durch die IFC geleitet. 
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Dabei kann das Signal kurzfristig die Basislinie unterschreiten (Abb. 5 Regenerati-
on). Nach erfolgter Regeneration ist das Signal bei Durchlauf von Laufpuffer wie-
der auf der Höhe der Basislinie. Die kinetischen Parameter der Bindung werden 
aus der Änderung des Resonanzsignals mit der Zeit und der Konzentration des 
Analyten berechnet (vgl 5.9.1.6). 
 
Abb. 5:  Sensorgramm mit schematischen Darstellungen der Vorgänge auf der Ober-
fläche des Sensorchips 
  Benannt sind die einzelnen Phasen der Messung: 
Assoziation: Der Analyt (orange Y) bindet an den Liganden (schwarze Y) auf der 
Messoberfläche des Sensorchips. Im Sensorgramm dargestellt durch einen Anstieg 
der Messkurve. 
Dissoziation: Nach Ende der Analyt-Injektion (nach ca. 300 s) beginnt der Analyt 
vom Liganden auf der Messoberfläche des Sensorchips zu dissoziieren. Dies ist im 
Sensorgramm dargestellt durch einen Abfall der Messkurve. 
Regeneration: Der Analyt wird durch ionische Wechselwirkungen im Idealfall voll-
ständig von der Messoberfläche des Sensorchips entfernt. 
Die grau-gestrichelte Linie stellt die sogenannte Basislinie dar, das Messignal wel-
ches der Ligand hervorruft. 
Kinetik: Die kinetischen Größen lassen sich unter Verwendung von den unten be-
schriebenen Gleichungen aus der Stärke des Signals (ausgedrückt durch RU) und 
der Konzentration des Analyten (Konzentration) berechnen (verändert nach: Bia-
core Handbuch). 
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5.9.1.4 Herstellung eines Biosensors basierend auf einem Protein A-
Fängersystem  
Auf der Goldschicht des Sensorchips (in dieser Arbeit wurden Sensorchip CM4 
und Pioneer B1 verwendet) befindet sich eine Matrix aus Carboxymethyldextran. 
Die Carboxygruppen dieser Matrix werden durch die Injektion einer 1:1 Mischung 
aus EDC (1-Ethyl-3-(dimethyl-amino-propyl)-carbodiimid) und NHS (N-
Hydroxysuccimid) aktiviert. Die Mischung mit einer Endkonzentration von 0,2 M 
EDC und 0,05 M NHS wurde mit einer Flussrate von 10 µl/min und einer Kontakt-
zeit von 7 min über den Sensorchip geleitet. Dabei entstehen reaktive Succinimid-
Ester. Diese reagieren spontan mit einer ungeladenen Aminogruppe oder anderen 
nucleophilen Gruppen eines anschließend über den Chip geleiteten Proteins. 
 
Der Ligand kann direkt an die Dextran-Matrix gekoppelt werden. Dabei reagiert er 
mit der aktivierten Matrix unter Bildung einer kovalenten Bindung. Alternativ kann 
auch ein sogenanntes Fängersystem benutzt werden. Dabei wird ein Fängermole-
kül kovalent mit der Matrix verbunden. Dieses Molekül ist in der Lage den Ligan-
den über affine Wechselwirkungen zu binden. Der Vorteil dieser Methode besteht 
darin, dass der Ligand bei der Regeneration ebenfalls entfernt wird und so die 
Messoberfläche für verschiedene Liganden benutzt werden kann. Für die vorlie-
gende Arbeit wurde ein Protein A-Fängersystem benutzt. Dazu wurde  nach der 
Aktivierung der Dextranmatrix eine Protein A-Lösung (200 µg/ml in Natriumacetat-
lösung pH = 4.5) über die Oberfläche geleitet (Flussrate: 10 µl/min, Kontaktzeit 
7 min) bis eine ausreichende Menge Protein A immobilisiert (~500 RU) wurde. An-
schließend wurden die unbeladenen Carboxygruppen durch Injektion einer 1 M 
Ethanolamin-Lösung deaktiviert (Flussrate: 10 µl/min; Kontaktzeit: 7 min). 
 
Zur Untersuchung der Affinität von p75 und TrkA zu NGF wurden rekombinante 
Rezeptor-Fc-Proteine benutzt. Diese Proteine bestehen aus der extrazellulären 
Region des jeweiligen Rezeptors, die über einen Polypeptidlinker an die konstante 
Region (Fc) des humanen IgG1 gekoppelt wird (Abb. 6). Die p75- und Trk-
Rezeptorchimären banden mit ihren Fc-Anteil an das Protein A und bildeten so 
eine Messoberfläche mit ausgerichteten Rezeptoren. 
Material und Methoden 
 
 
44 
CH3
CH3
CH2 CH2
RR
Fc-Region
Polypeptid-
Linker
 
Abb. 6: Schematischer Aufbau einer Rezeptor-Fc Chimäre 
Die Fc-Region besteht aus der CH2- und CH3-Domäne der schweren Kette des 
IgG1. Über einen Polylinker ist daran die extrazelluläre Domäne des Rezeptors (R) 
gekoppelt. 
 
5.9.1.5 Regeneration der Chipoberfläche 
Bei der so genannten Regeneration wird der gebundene Analyt nach der Messung 
von der Messoberfläche entfernt. Wurde eine Messoberfläche wie in diesem Fall 
als Protein A-Fängersystem präpariert, so soll der Regenerationsvorgang Analyt 
und Ligand vom Fängersystem lösen. Durch Austesten verschiedener Regenerati-
onslösungen wurde eine Injektion von einer 30 mM HCl-Lösung für 60 s bei einer 
Flussrate von 30 µl/min als optimale Regeneration ermittelt. 
 
5.9.1.6 Bestimmung der kinetischen Konstanten der NGF-Bindung an TrkA- 
und p75-Fc 
Die kinetischen Konstanten beschreiben, wie schnell eine Bindung eingegangen 
wird und wie stark sie ist. Die verschiedenen Konstanten werden im Folgenden 
anhand einer einfachen 1:1 Bindung (A + B → AB) vorgestellt. Hierbei bedeutet  
[A] Konzentration des Analyts; [B] Konzentration des freien Liganden und [AB] die 
Konzentration des Komplexes aus AB. 
1) Assoziationsratenkonstante ka [M-1s-1] 
Diese Größe beschreibt wie viele Komplexe AB pro Sekunde gebildet wird. 
A + B
ka
AB
 
 Die Assoziationsrate berechnet sich nach folgender Formel: 
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ka • [A]• [B]d[AB]dt =
 
Da die Analytkonzentration während der Messung konstant bleibt und der Ana-
lyt durch einen kontinuierlichen Fluss nachgeliefert wird, gilt [A] = cAnalyt. 
Bei der Biacore Messung repräsentiert die Differenz zwischen der Basislinie 
(nach Ladung des Liganden) und dem gemessenen Resonanzsignal die Kon-
zentration des Komplexes [AB]. [B] ist die Konzentration der freien Bindungs-
stellen und kann zu jedem Zeitpunkt durch [B] = Rmax – R(t) angegeben werden, 
wobei Rmax das bei Sättigung der Messoberfläche mit dem Analyten erzielte 
Messsignal ist. R(t) ist das Messsignal zum Zeitpunkt t. Die oben angegebene 
Formel kann demnach folgendermaßen umgestellt werden: 
ka • cAnalyt • (Rmax – R(t))
dR(t)
dt =
 
2) Dissoziationskonstante kd [s-1] 
kd beschreibt wie viel Komplex AB pro Sekunde zerfällt. 
kd
AB A + B
 
Die Dissoziationsrate berechnet sich nach folgender Formel: 
kd • [AB]d[AB]dt =-
 
In Biacore-Thermen ausgedrückt sieht die Formel folgendermaßen aus: 
kd • R(t)
dR(t)
dt =-
 
3) Gleichgewichts-Dissoziationskonstante KD [M] 
Beschreibt die Dissoziationstendenz und wird in der Literatur zur Beschrei-
bung der Affinität verwendet. 
[AB]
[A] • [B] =
ka
kd
KD=
 
4) Gleichgewichts-Assoziationskonstante KA 
beschreibt die Assoziationstendenz. Ein hoher KA beschreibt eine hohe Affi-
nität. 
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[A] • [B]
[AB] =
kd
ka
KA=
 
Um die relevanten kinetischen Daten zu ermitteln, sollten mindestens 5 verschie-
dene Analyt-Konzentrationen vermessen werden, von denen 1-2 so hoch sein 
müssen, dass innerhalb des Injektionszeitraums eine Sättigung eintritt. Der Analyt 
(NGF) wurde in einem HEPES/MES Puffer auf die Endkonzentrationen 16 nM, 
8 nM, 4 nM, 2 nM, 1 nM, 0,5 nM, 0,25 nM verdünnt.  
Die Messungen erfolgten automatisiert mit einem Programm in dem folgende 
Schritte verwirklicht wurden: 
1) Ladung des jeweiligen Rezeptor-Fc Konstrukts durch Injektion von 0,5 µg/ml 
Rezeptor in Laufpuffer mit einer Kontaktzeit von 60 s und einer Flussrate 
von 5 µl/min. 
2) Injektion mit NGF-Lösungen in verschiedenen Konzentrationen mit einer 
Kontaktzeit von 240 s und einer Flussrate von 30 µl/min. 
3) Dissoziationsphase bei der nur Laufpuffer für 600 s über die Messoberflä-
che strömt.  
4) Absättigung aller Bindungsstellen durch eine Injektion von 50 nM NGF-
Verdünnung mit einer Kontaktzeit von 90 s und einer Flussrate von 
30 µl/min zur experimentellen Bestimmung von Rmax. 
5) Regeneration der Messoberfläche durch eine Injektion von einer 30 mM 
HCl-Lösung mit einer Kontaktzeit von 10 s und einer Flussrate von 
30 µl/min. 
 
Von den so generierten Messdaten wurden zunächst unspezifische Effekte subtra-
hiert. Dazu wurde eine Rerferenzoberfläche hergestellt indem die erste Flusszelle 
auf dem Chip aktiviert und deaktiviert und das Sensorgramm dieser Flusszelle im 
BIAevaluation-Programm vom Sensorgramm der Protein A-Flusszelle abgezogen 
(referenziert) wurde. So wurden eventuell auftretende Bindungen des Liganden an 
die Matrix, sowie Puffersprünge, Drift-Therme und andere Störsignale von den 
Messdaten referenziert. Als nächstes wurde das Sensorgramm von der Messung 
abgezogen bei dem anstelle von Rezeptor nur Puffer in Schritt 1 des Programms 
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injiziert wurde. So wurden eventuell auftretende Bindungen des Liganden an Prote-
in A, sowie verbleibende Oberflächen-Drifts aus den Messdaten subtrahiert. Im 
BIAevaluation-Programm konnten die experimentellen Daten an nicht-lineare Glei-
chungen, die unterschiedliche Bindungsmodelle beschreiben, angepasst werden 
(fitten) und so die kinetischen Konstanten ermittelt werden. 
 
5.9.1.7 Untersuchung der multiphasischen Dissoziationskinetik von p75 
Erscheint die Dissoziation im Sensorgramm multiphasisch, kann häufig zwischen 
schnellen und langsamen Komponenten unterschieden werden. Bei der im Nach-
folgenden beschriebenen Messung wird festgestellt, ob eine Dissoziation aus den 
folgenden Komponenten besteht: 
BAAB
kdl
kal
BB•AA
kds
kas
BB + AA
 
B: Rezeptor (Ligand) 
A: NGF-Dimer (Analyt) 
kds/kas: Assoziationsraten- und Dissoziationsratenkonstante der schnellen Kompo-
nente 
kdl/kal: Assoziationsraten- und Dissoziationsratenkonstante der langsamen Kom-
ponente 
Durch Gegenüberstellungen von kurzen und langen Injektionen des Analyten 
möchte man unterschiedliche Sensorgramme erhalten, die im ersten Fall verstärkt 
die schnelle Dissoziationskomponente zeigen. Denn bei kurzen Injektionszeiten 
sollte sich nur der Übergangskomplex BB•AA bilden, der schnell wieder zu BB + 
AA zerfällt. 
 
Auf einen PIONEER B1 Sensorchip wurde über Protein A das p75-Fc Konstrukt 
gefangen und anschließend 10 nM NGF in HEPES/MES Puffer pH = 7,4 für Kon-
taktzeiten von 300 s, 240 s, 180 s, 120 s, 60 s und 30 s und einer Flussrate von 
30 µl/min über die Messoberfläche geleitet. Für die Referenzierung der unspezifi-
schen Effekte wurde NGF über eine aktivierte/deaktivierte Messoberfläche, über 
die Protein A-Oberfläche und reiner Puffer über die Rezeptor-Messoberfläche ge-
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leitet. Die aufgenommenen Sensorgramme wurden vom Messsensorgramm refe-
renziert. 
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6 Ergebnisse  
 
6.1 Untersuchung der Auswirkung proteasomaler Inhibition auf die Dif-
ferenzierungskapazität von PC12-Zellen 
 
PC12-Zellen sind das etablierteste System zur Untersuchung der Wirkungsmecha-
nismen von NGF. Diese Phäochromocytom-Zelllinie der Ratte bildet bei Stimulati-
on mit NGF (oder b-FGF) einen neuronalen Phänotyp aus, der morphologisch und 
biochemisch sympathischen Neuronen ähnelt (150-153). Zur Untersuchung der 
Auswirkungen der Hemmung des Proteasoms auf das Modellsystem wurde Lacta-
cystin verwendet. Diese Chemikalie bindet kovalent an die β-Untereinheit des Pro-
teasoms (154) und stellt damit einen potenten und spezifischen Inhibitor dar. Au-
ßerdem wurde Bortezomib verwendet, ein potenter, reversibler Proteasom-
Inhibitor, der zur Therapie hämatologischer Neoplasien, v.a. des Multiplen Mye-
loms eingesetzt wird und extensiv in präklinischen und klinischen Studien unter-
sucht wurde (155). 
   
6.1.1 Lactacystin induziert die neuronale Differenzierung von PC12-
Zellen 
 
Die PC12-Zelllinie reagiert auf die Gabe von NGF mit der Ausbildung eines neuro-
nalen Phänotyps, sichtbar an der Bildung von Neuriten. Die Quantifizierung der 
Neuriten ist eine einfache Untersuchung der Auswirkung von Manipulationen an 
NGF und seinen Rezeptoren. Bei diesem Experiment sollte die zeitliche Auswir-
kung von Lactacystin-Behandlung auf das Neuritenwachstum untersucht werden. 
Es wurden zwei verschiedene Zeitpunkte (18 h und 24 h) gewählt. Zu früheren 
Zeitpunkten konnte kein Neuritenwachstum festgestellt werden; zu späteren Zeit-
punkten waren bereits zu viele Zellen abgestorben, offensichtlich aufgrund der zy-
totoxischen Wirkungen der Proteasom-Inhibitoren. Mit einem Viabilitätstest wurde 
zuvor sichergestellt, dass zu den gewählten Zeitpunkten keine erhöhte Zelltodesra-
te vorlag. 
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Ein Ansatz beinhaltete unbehandelte, unstimulierte Zellen. Bei einigen wenigen 
Zellen kam es hier spontan zum Auswachsen von Neuriten, was für die vorliegen-
de Tumorzelllinie typisch ist. Nach der Gabe von Lactacystin für 18 h kam es bei 
33 % der unstimulierten Zellen und bei 52 % der stimulierten Zellen zu Neuriten-
wachstum. Beide Werte stellen signifikante Veränderungen im Vergleich zu den 
jeweils unbehandelten Kontrollen dar (vgl. Abb. 7 A). Nach 24 h steigen die Werte 
auf 48 % und 56 % für unstimulierte bzw. stimulierte Zellen. Die Durchlichtaufnah-
men (Abb. 7 B) verdeutlichen den Unterschied zwischen undifferenzierten und dif-
ferenzierten Zellen. Außerdem sieht man in den mit Lactacystin behandelten An-
sätzen teilweise morphologisch veränderte Zellen. 
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Abb. 7: Neuritenwachstums Analyse 
A: Von jedem Ansatz wurden 200 Zellen ausgezählt. Zellen mit Fortsätzen, deren 
Länge mindestens einen Zelldurchmesser betrug, wurden als Neuriten-tragende 
Zellen gewertet. Balken geben die Standardabweichung vom Mittelwert dreier un-
abhängiger Experimente an. 
           unbehandelt, unstimuliert (Kontrolle) 
           unbehandelt, stimuliert mit 50 ng/ml NGF (Kontrolle) 
           mit Lactacystin behandelt, unstimuliert 
           mit Lactacystin behandelt, stimuliert mit 50 ng/ml NGF     
*                signifikant (im Student's T-Test,) mit P < 0,01 
B: Durchlichtaufnahmen   
 
 
 
Ergebnisse 
 
 
51 
6.2 Proteasomale Inhibition beeinflusst die TrkA-Aktivität und die Si-
gnaltransduktion 
 
6.2.1 Verlängerte Aktivierung von TrkA und des MAPK-
Signaltransduktionswegs 
 
NGF-aktiviertes TrkA aktiviert seinerseits verschiedene intrazelluläre Zielproteine 
(156,157). Die Phosphorylierung an Tyr490 führt zu einer Assoziation von TrkA mit 
SHC1- und FRS2-Adapterproteinen, welche ihrerseits wiederum den MAPK/Erk- 
und PI3 Kinase -Signaltransduktionsweg aktivieren (14,28). Es wurde daher unter-
sucht, ob die Inhibition des Proteasoms mit einer Änderung der Phosphorylierung 
von TrkA an Tyr490 einhergeht. PC12-Zellen wurden für 4 h mit Lactacystin bzw. 
für 16 h mit Bortezomib vorbehandelt. Anschließend wurde für 5 min, 45 min und 
90 min mit 50 ng/ml NGF stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und gleiche Protein-
mengen im Western Blot analysiert. Drei aus unabhängigen Experimenten hervor-
gegangene Western Blots wurden mit Photoshop densitometrisch ausgewertet und 
die ermittelten Werte gegen die Zeit aufgetragen. 
 
Abb. 8 zeigt, dass TrkA NGF-abhängig an Tyr490 phosphoryliert wird und diese 
Phosphorylierung nach 5 min ein Maximum (Wert wurde gleich 100 % gesetzt) er-
reicht. Im Verlauf von 90 min nimmt die Phosphorylierung bis auf 40 % ab. Unter 
proteasomaler Hemmung nimmt die Phosphorylierung über 90 min dagegen nicht 
ab. In denselben Lysaten wurden die Mengen an TrkA bestimmt. Die Menge nimmt 
zeitabhängig in unbehandelten Zellen von 100 % auf 40 % nach 90 min ab. In den 
Lysaten der mit Proteasom-Inhibitor behandelten Zellen wurde lediglich eine Ab-
nahme um 4 % nach 45 min festgestellt. 
 
Die Aktivierung der MAPK-Signaltransduktion spielt für die neuronale Differenzie-
rung von PC12-Zellen eine wichtige Rolle (158,159). TrkA-Aktivierung führt zur 
Phosphorylierung der Kinasen p44/42 MAPK (Erk 1/2) und damit zur Differenzie-
rung von PC12-Zellen. Weiterhin ist die Aktivierung der Phosphatidylinositol 3-
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Kinase und die anschließende Aktivierung der Serin/Threonin Kinase Akt/Protein 
Kinase B an der Auslösung von anti-apoptotischen Signalen beteiligt (160). 
Als nächstes wurde folglich untersucht, ob sich die Veränderung des TrkA-
Aktivitätsstatus auf die von TrkA regulierten Signaltransduktionskaskaden, die 
Zellwachstum und Viabilität steuern, auswirkt. Dazu wurden die auf PVDF immobi-
lisierten Proteine mit anti-pErk, anti-Erk, anti-pAkt und anti-Akt Antikörpern nach-
gewiesen. In unbehandelten Zellen steigt der Phosphorylierungsgrad von Akt von 
27 % bei 0 min über 77 % nach 5 min, auf ca. 92 % nach 90 min (Abb. 9 A und B). 
In Lactacystin-behandelten Ansätzen bleibt die Phosphorylierung bei ca. 90 % über 
die gesamte Zeit (Abb. 9 A und C) erhalten. Die Phosphorylierung von Erk1/2 ist in 
nicht mit Proteasom-Inhibitor behandelten Zellen maximal nach 5 min und nimmt 
dann über 90 min bis auf ca. 30 % ab (Abb. 9 A und C). Werden die Zellen mit Lac-
tacystin behandelt, entspricht die Phosphorylierung von Erk1 nach 90 min noch ca. 
80 % des Maximalwerts und von Erk2 noch 70 % (Abb. 9 A und C). 
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Abb. 8: Lactacystin erhöht die TrkA- und pTrkA-Level 
(A) Mit Lactacystin (10 µM) vorbehandelte PC12-Zellen wurden mit 50 ng/ml NGF 
stimuliert. Auf PVDF immobilisierte Proteine wurden mit einem anti-TrkA- bzw. ei-
nem anti-pTrkA-Antikörper nachgewiesen. Dargestellt ist ein repräsentatives Er-
gebnis aus drei unabhängigen Experimenten. 
(B) Densitometrische Auswertung von TrkA-Blots aus drei unabhängigen Versu-
chen. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. 
—: Lactacystin behandelt 
—: unbehandelt 
(C) Densitometrische Auswertung von pTrkA-Blots aus drei unabhängigen Versu-
chen. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. 
—: Lactacystin behandelt 
—: unbehandelt 
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Abb. 9: Lactacystin erhöht die pErk1/2-, aber nicht die pAkt-Level  
Mit Lactacystin (10 µM) vorbehandelte PC12-Zellen wurden mit 50 ng/ml NGF sti-
muliert. Auf PVDF immobilisierte Proteine wurden mit einem anti-pErk1/2-, anti-
panErk-, anti-pAkt- und anti-Akt-Antikörper nachgewiesen. Dargestellt ist ein reprä-
sentatives Ergebnis aus drei unabhängigen Experimenten. 
(B) Densitometrische Auswertung von pAkt-Blots aus drei unabhängigen Versu-
chen. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. 
—: Lactacystin behandelt;  
—: unbehandelt 
(C) Densitometrische Auswertung von pErk1/2-Blots aus drei unabhängigen Versu-
chen. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. 
—: Lactacystin behandelt, pErk1; 
—: unbehandelt, pErk1 
—: Lactacystin behandelt,pErk2; 
—: unbehandelt, pErk2 
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Abb. 10 zeigt, dass der proteasomale Inhibitor Bortezomib einen mit Lactacystin 
vergleichbaren Einfluss auf die Aktivierung von TrkA und die damit verbundene 
Phosphorylierung von Erk1/2 hat.  
 
904550904550NGF (min)
++++----Bortezomib
IB α-pTrkA
IB α-pErk
 
Abb. 10: Bortezomib erhöht die Menge von pTrkA und pErk1/2  
Mit Lactacystin (10 µM) und Bortezomib (20 nM) vorbehandelte PC12-Zellen wur-
den mit 50 ng/ml NGF stimuliert. 
Auf PVDF immobilisierte Proteine wurden mit einem anti-pTrkA bzw. einem anti-
pErk Antikörper nachgewiesen. 
 
6.3 Einfluss der proteasomalen Hemmung auf die Endocytose von 
TrkA 
 
TrkA und p75 werden nach der Aktivierung durch NGF internalisiert und gelangen 
in frühe Endosomen (76,82). Von hier gelangt p75 in die Recycling-Endosomen 
(77,82) und TrkA wird über die späten Endosomen ins Lysosom transportiert (77). 
Da die Signaltransduktion von Proteinen von ihrer subzellulären Lokalisation beein-
flusst wird, wurde untersucht, ob die beobachteten Effekte in der Signaltransdukti-
on mit Änderungen im endosomalen Transport von NGF einhergehen. 
 
6.3.1 Lactacystin beeinflusst die Menge von TrkA, aber nicht von EGFR 
auf der Oberfläche von PC12-Zellen 
 
Als erstes wurde untersucht, ob unter proteasomaler Hemmung die Menge von 
TrkA auf der Zelloberfläche beeinflusst ist. Dazu wurden die Zellen zunächst mit 
Lactacystin (10 µM) für 4 h vorbehandelt. Anschließend wurden die Zellen für 
30 min mit 50 ng/ml NGF oder 20 ng/ml EGF stimuliert, um die Internalisierung von 
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TrkA bzw. EGFR zu aktivieren. Die Rezeptoren auf der Zelloberfläche wurden mit 
einem Biotin-crosslinker biotinyliert und mit Streptavidin-Sepharose nach der Lyse 
präzipitiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 min mit dem entsprechenden Ligan-
den waren sowohl TrkA als auch EGFR auf der Oberfläche unbehandelter Zellen 
reduziert. Wurde jedoch das Proteasom gehemmt, zeigten sich für die beiden Re-
zeptortypen unterschiedliche Ergebnisse: Nach 30 min wurde an der Zelloberflä-
che befindliches TrkA detektiert; EGFR war dagegen dort nicht nachweisbar. 
 
+
+
-+-NGF
+--Lactacystin
IP:Strep
IB: α -TrkA
A
+-+-EGF
++--Lactacystin
IP:Strep
IB: α -EGFR
B
 
Abb. 11: Bestimmung der Menge an membranständigem TrkA und EGFR nach Be-
handlung mit Lactacystin 
Zellen wurden unbehandelt belassen (A/B Spur 1 und 2) oder mit Lactacystin vor-
behandelt (A/B Spur 3 und 4), mit NGF (A) oder EGF (B) für 30 min stimuliert und 
mit Biotin-markierte Oberflächen-Rezeptoren nach der Lyse der Zellen mit Strepta-
vidin präzipitiert. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis von drei unabhängigen 
Experimenten. 
 
6.3.2 Unter proteasomaler Hemmung ändert sich die subzelluläre Loka-
lisation von TrkA 
 
Die im oben beschriebenen Experiment detektierten Effekte können auf gestörte 
Internalisierung oder auf eine Rückführung von internalisiertem Rezeptor an die 
Oberfläche der Zelle zurückzuführen sein. Um zwischen diesen beiden Möglichkei-
ten zu unterscheiden, wurde ein in der Literatur beschriebener HA-TrkA uptake 
assay etabliert (161). PC12-Zellen wurden mit einem TrkA-Konstrukt transient 
transfiziert, welches ein HA-tag in der extrazellulären Domäne trägt. Die Zellen 
wurden für 4 h mit Lactacystin bzw. für 16 h mit Bortezomib vorbehandelt. An-
schließend wurde mit einem Alexa Fluor-488 markierten Antikörper gegen das HA-
tag für verschieden lange Zeiten (0 min, 45 min, 90 min und 120 min) inkubiert. 
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Dieser Antikörper uptake assay wurde bereits mehrfach bei ähnlichen Studien er-
folgreich eingesetzt (161). Der verwendete monoklonale Antikörper ist pH-resistent 
und bleibt so auch unter den aziden Bedingungen im Lysosom an das HA-tag ge-
bunden. 
 
Die Ergebnisse des Versuchs sind in Abb. 12 A als Fluoreszenzaufnahmen nach 
unterschiedlichen Zeiten und in Abb. 12 B und Abb. 12 C als graphische Auswer-
tung dargestellt. Zu Beginn (Zeitpunkt 0 min) befand sich der Alexa Fluor-Farbstoff 
ausschließlich an der Oberfläche der Zellen. Es wurden nur transfizierte Zellen an-
gefärbt, untransfizierte Nachbarzellen blieben ungefärbt. Dies zeigt die Spezifität 
der Bindung des Antikörpers. Nach 45 min war ein Großteil des markierten Rezep-
tors sowohl in den Kontroll- als auch bei den behandelten Zellen intrazellulär 
nachweisbar. In den behandelten Zellen war die Rezeptorverteilung jedoch alte-
riert: Nach 45 min fand sich ein erheblicher Teil der fluoreszenzmarkierten Rezep-
tors in der sogenannten perinuklären Region. Diese Region stellt eine Zwischen-
station für Proteine dar, die zur Zelloberfläche transportiert werden sollen. Ein gro-
ßer Teil des Rezeptorsignals befand sich auf der Zelloberfläche. Nach 90 min wur-
den in den unbehandelten Zellen größere vesikuläre Strukturen sichtbar. In den 
behandelten Zellen zeigten sich kleinere vesikuläre Strukturen nahe der Oberflä-
che. Nach 120 min befand sich HA-TrkA in den behandelten Zellen wieder ver-
mehrt an der Zelloberfläche. In unbehandelten Zellen war der Rezeptor weiterhin in 
intrazellulären Vesikeln zu finden. 
 
Mit dem Programm Axiovision 4.6 wurden mit Hilfe von Durchlichtaufnahmen Zell-
membran und Zytoplasma definiert und von jedem Areal die mittlere Fluoreszenz-
intensität ermittelt. Die berechneten Verhältnisse von Färbe-Intensität des Zyto-
plasmas im Vergleich zur Zellmembran sind in Abb. 12 B für Lactacystin- und Abb. 
12 C für Bortezomib-behandelte Zellen dargestellt. Je kleiner die Werte, desto 
mehr Fluoreszenzfarbstoff befindet sich an der Oberfläche. Im unbehandelten Kon-
trollansatz steigt der einheitslose Wert bis zu einem Maximum von ca. 1,7 (Abb. 12 
A) und 1,4 (Abb. 12 B) nach 90 min und fällt danach auf 1,4 (Abb. 12 A) und 1,1 
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(Abb. 12 B). In den Ansätzen mit Inhibitoren wird ein Maximum nach 45 min mit 1,5 
(Bortezomib) bzw. 1,6 (Lactacystin) erreicht. Anschließend fällt der Wert in beiden 
Konditionen auf 0,7 (Lactacystin) und 0,8 (Bortezomib). 
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Abb. 12: Veränderte subzelluläre Lokalisation von HA-TrkA nach Hemmung des Pro-
teasoms 
Mit einem HA-TrkA Konstrukt transfizierte PC12-Zellen nehmen spezifisch den  
Alexa Fluor-488 markierten monoklonalen Antikörper auf. 
(A) Dargestellt sind Aufnahmen der unbehandelten (in weiß: A, C, E und G) und mit 
Lactacystin behandelten (in weiß: B, D, F und H) Zellen mit einer Schichtdicke von 
0,5 µm. 
> : HA-488 im perinuklären Bereich;  
: HA-488 an der Zelloberfläche 
(B), (C) Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen. Zu jeweils fünf Aufnahmen 
einer Kondition wurden mit Axiovision 4.6 jeweils Zellmembran und Zytoplasma de-
finiert. Die mittleren Intensitäten wurden ins Verhältnis zueinander gesetzt (Mittlere 
Intensität Zytoplasma / Mittlere Intensität Zelloberfläche). Die Fehlerbalken geben 
die Standardabweichung vom Mittelwert an. 
    mit Lactacystin behandelte Zellen 
   mit Bortezomib behandelte Zellen 
  unbehandelte Kontrollzellen 
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6.3.3 Veränderter endosomaler Transport von HA-TrkA nach Hemmung 
des Proteasoms in PC12-Zellen 
 
Aufschluss über die Identität der beobachteten vesikulären Strukturen und somit 
über den endosomalen Transport von TrkA kann man durch die Verwendung spe-
zifischer fluoreszierender Marker erhalten, die eine Identifizierung der Endosomen 
in der lebenden Zelle unter dem Fluoreszenzmikroskop erlauben. Daher wurden 
zur weiteren Untersuchung der intrazellulären Vorgänge PC12-Zellen mit dem HA-
TrkA-Konstrukt transient transfiziert. Die Zellen wurden mit dem Proteasom-
Inhibitor Lactacystin vorbehandelt und anschließend die Internalisierung des Fluo-
reszenz-markierten HA-Antikörpers an der lebenden Zelle unter dem konfokalen 
Mikroskop beobachtet. Zusätzlich wurden Lysosomen mit dem Lysotracker und 
Recycling-Endosomen mit Alexa Fluor-555-markiertem Transferrin angefärbt. Zu-
nächst konnte beobachtet werden, wie der fluoreszenzmarkierte Antikörper an den 
Rezeptor band. Bereits nach 15 min waren die ersten intrazellulären Vesikel sicht-
bar. Der Lysotracker färbte die Lysosomen nach ca. 5 min an; diese Anfärbung war 
über den gesamten weiteren untersuchten Zeitraum beständig. In den unbehandel-
ten Kontrollzellen trat nach 120 min eine Kolokalisation, sichtbar an der Überlage-
rung von Grün und Rot, von HA-TrkA mit dem lysosomalen Marker auf (Abb. 13, A 
und B; Pfeile mit gefülltem Kopf), die nach 180 min noch deutlicher ausgeprägt 
war. 
 
In mit Lactacystin behandelten Zellen war weder nach 120 noch nach 180 min Ko-
lokalisation des lysosomalen Markers mit HA-TrkA nachweisbar. Stattdessen be-
fand sich der Rezeptor entweder auf der Zelloberfläche (Abb. 13 C und D; Pfeil-
köpfe) oder in der bereits oben beschriebenen perinuklären Region (Abb. 13 C und 
D; Pfeile mit normalem Kopf). 
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Abb. 13: HA-TrkA Endozytose in lebenden PC12-Zellen mit lysosomaler Gegenfärbung 
PC12-Zellen wurden mit HA-TrkA transient transfiziert, mit 10 µM Lactacystin für 
4 h in DMEM/BSA vorbehandelt oder unbehandelt belassen und in die Inkubations-
kammer des LSM Mikroskops verbracht. Die Zugabe von 2 µg/ml α-HA Alexa Fluor-
488-Antikörper und 50 ng/ml NGF erfolgte zum Zeitpunkt 0 min. Nach 90 min wurde 
der Lysotracker zugegeben. Aufnahmen wurden nach den angegebenen Zeiten 
gemacht. Das Experiment wurde drei Mal unabhängig voneinander durchgeführt 
und jeweils mind. 10 Zellen über die Zeit beobachtet. Es sind repräsentative Abbil-
dungen gezeigt. 
grün: HA-TrkA; rot: Lysotracker 
→: perinukläre Region 
►: Zellmembran 
    : lysosomale Vesikel 
A: unbehandelte Kontrollzellen nach 120 min 
B: unbehandelte Kontrollzellen nach 180 min 
C: Lactacystin (10 µM) behandelte Zellen nach 120 min 
D: Lactacystin (10 µM) behandelte Zellen nach 180 min 
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In den mit Transferrin inkubierten Ansätzen konnte eine schnelle Aufnahme des 
Markers festgestellt werden: Nach ca. 5 min fanden sich Transferrin-positive Vesi-
kel innerhalb der Zelle. Die Transferrin-Aufnahme und Verteilung innerhalb der Zel-
le blieb über die Gesamtlänge des Experiments konstant. Nach 45 min zeigte sich 
in der perinuklären Region der behandelten Zellen eine Kolokalisation von HA-
TrkA mit Transferrin (Abb. 14 C und D; Pfeile mit normalem Kopf). Zusätzlich fand 
sich vermehrt Rezeptor an der Oberfläche (Abb. 14 C und D; Pfeilköpfe). Auch in 
den unbehandelten Kontrollzellen konnte nach 45 min eine Kolokalisation von HA-
TrkA mit Transferrin (Abb. 14 A und B; offene Pfeilköpfe) nachgewiesen werden, 
die jedoch nach 90 min reduziert war. Transferrin färbt neben Recycling-
Endosomen auch frühe Endosomen an und ist daher mit HA-TrkA in diesen Vesi-
keln kolokalisiert. 
Ergebnisse 
 
 
62 
-Lactacystin
45 min NGF
-Lactacystin
90 min NGF
+Lactacystin
45 min NGF
+Lactacystin
90 min NGF
MergeTransferrinHA-TrkA
A
D
C
B
 
Abb. 14: HA-TrkA-Endozytose in lebenden PC12-Zellen mit Recycling-Endosom-
Gegenfärbung  
PC12-Zellen wurden mit HA-TrkA transient transfiziert, mit 10 µM Lactacystin für 
4 h in DMEM/BSA vorbehandelt oder unbehandelt belassen und in die Inkubations-
kammer des LSM Mikroskops verbracht. Die Zugabe von 2 µg/µl α-HA Alexa Fluor-
488, 50 ng/ml NGF und 5 µg/ml Transferrin erfolgte zum Zeitpunkt 0 min. Aufnah-
men wurden nach den angegebenen Zeiten gemacht. Das Experiment wurde drei 
Mal unabhängig voneinander durchgeführt und jeweils mind. 10 Zellen über die Zeit 
beobachtet. Es sind repräsentative Abbildungen gezeigt. 
grün: HA-TrkA; rot: Transferrin. 
→: perinukläre Region 
>  : frühe Endosomen 
A: unbehandelte Kontrollzellen nach 45 min 
B: unbehandelte Kontrollzellen nach 90 min 
C: Lactacystin (10 µM) behandelte Zellen nach 45 min 
D: Lactacystin (10 µM) behandelte Zellen nach 90 min 
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6.3.4 Veränderter endosomaler Transport von HA-TrkA nach Hemmung 
des Proteasoms in neuronalen Primärkulturen 
 
PC12-Zellen stellen ein neuronales Modellsystem da. Sie zeigen zwar einen neu-
ronalen Phänotyp, sind aber neoplastische Zellen. Daher waren die in den vorher-
gehenden Experimenten gewonnenen Daten in neuronalen Zellen zu verifizieren. 
Hierzu wurden aus postnatalen Ratten (p1-p4) kortikale Primärkulturen, wie unter 
5.5.4 beschrieben, gewonnen. Nach 4 Tagen in Kultur wurden die Zellen mit einem 
HA-TrkA Konstrukt transient transfiziert. Am nächsten Tag wurde die Endozytose 
des TrkA Rezeptors an lebenden Zellen beobachtet. Hierzu wurde wieder anti-HA 
Alexa Fluor-488-Antikörper auf die Zellen gegeben und die zelluläre Lokalisation 
über die Zeit beobachtet. Untersucht wurde der endosomale Transport in Lysoso-
men. 
 
Die neuronalen Zellen wurden mit Hilfe des Durchlichtkanals des Mikroskops iden-
tifiziert: Die Neurone lagen auf einer Mischkultur aus Gliazellen und Fibroblasten. 
Gleichzeitig wurden von jedem Ansatz indirekte Immunfluoreszenz-Färbungen 
hergestellt, um die Identität der Neurone zu verifizieren (Daten nicht gezeigt). In-
teressanterweise erfolgte der endosomale Transport des Rezeptors anders als bei 
den PC12-Zellen in den primären Neuronen sehr schnell. Nach 90 min wurde in 
den unbehandelten Zellen bereits eine eindeutige Kolokalisation des lysosomalen 
Markers mit HA-TrkA detektiert (Abb. 15 A). Die HA-TrkA-gefüllten Lysosomen 
fanden sich sowohl im Zellkörper als auch in den Neuriten (Abb. 15 A; Pfeile mit 
normalem Kopf). In dem mit Lactacystin behandelten Ansatz konnte, auch über 
den Zeitraum von 90 min hinaus, keine Akkumulation des markierten Rezeptors in 
den Lysosomen festgestellt werden (Abb. 15 B). 
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Abb. 15: HA-TrkA-Endozytose in lebenden primären kortikalen Neuronen mit lysoso-
maler Gegenfärbung  
Primäre Neurone wurden mit HA-TrkA transfiziert, mit 10 µM Lactacystin für 4 h in 
Neurobasalmedium vorbehandelt oder unbehandelt belassen und in die Inkubati-
onskammer des konfokalen Mikroskops verbracht. Die Zugabe von 2 µg/ml α-HA 
Alexa Fluor-488 und 50 ng/ml NGF erfolgte zum Zeitpunkt 0 min. Nach 60 min wur-
de der Lysotracker zugegeben. Aufnahmen wurden nach den angegebenen Zeiten 
gemacht. Die weiße Umrandung zeigt die Lage der Neurone an.  
grün: HA-TrkA; rot: Lysotracker;  
    : lysosomale Vesikel 
A: unbehandelte Kontrollzellen nach 90 min 
B: Lactacystin (10 µM) behandelte Zellen nach 90 min 
 
 
6.4 Proteasomale Inhibition blockiert die De-Ubiquitinierung von TrkA 
 
Für den EGF-Rezeptor wurde gezeigt, dass proteasomale Aktivität notwendig für 
die De-Ubiquitinierung ist. Um zu untersuchen, ob auch der Ubiquitinierungsstatus 
von TrkA mit proteasomaler Aktivität zusammenhängt, wurden PC12-Zellen mit 
10 µM Lactacystin vorbehandelt, für verschiedene Zeiten mit NGF stimuliert und 
anschließend lysiert. TrkA wurde mit einem monoklonalen Antikörper präzipitiert 
und im anschließenden Immunblot wurde auf Polyubiquitinierung getestet. In un-
behandelten Zellen ist die Ubiquitinierung von TrkA nach 2 min maximal. In Zellen 
mit beeinträchtigter Proteasomfunktion ist die Ubiquitinierung nach 5 min maximal, 
aber auch nach 15 min noch vorhanden. Nach Entfernung der Antikörper von der 
Membran durch eine Behandlung mit Natronlauge (0,2 M) (membrane stripping) 
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konnte der Blot mit einem anti-TrkA-Antikörper inkubiert werden. So konnte sicher-
gestellt werden, dass das detektierte ubiquitinierte Protein tatsächlich TrkA war. 
 
1552015520NGF (min)
++++----Lactacystin
IB α-Ubi
IP α-TrkA
 
Abb. 16: Lactacystin verändert die Ubiquitinierung von TrkA 
PC12-Zellen wurden für 4 h mit 10 µM Lactacystin vorbehandelt, für die angegebe-
nen Zeiten mit 50 ng/ml NGF stimuliert und lysiert. TrkA wurde präzipitiert, Präzipi-
tate elektrophoretisch aufgetrennt und Proteine auf eine PVDF-Membran übertra-
gen. Anschließend wurde ubiquitiniertes Protein mit dem P4D1 Antikörper (spezi-
fisch für Multi-Monoubiquitinierungen und Polyubiquitinierungen) nachgewiesen. 
Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis dreier unabhängiger Experimente. 
 
6.5 Einfluss proteasomaler Hemmung auf p75 
 
Über die Regulation des endosomalen Transports des zweiten NGF Rezeptors p75 
ist wenig bekannt. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten jedoch zeigen, dass die 
Akkumulation der aus Spaltungsprozessen hervorgegangenen intrazellulären Do-
mäne (ICD) des Rezeptors nach Hemmung des Proteasoms erfolgte (46,47). Meh-
rere Publikationen weisen auf eine Beteiligung dieser Spaltungsprozesse an der 
regulierten Assoziation von TrkA und p75 und damit möglicherweise am endoso-
malen Transport des TrkA-Rezeptors hin. Denkbar wäre eine sogenannte „feed-
back Hemmung“ bei der die akkumulierende ICD die Aktivität der γ-Secretase 
hemmt und so keine weitere Spaltung des p75 mehr erfolgen kann. 
 
6.5.1 Darstellung der p75-ICD unter den Versuchsbedingungen 
 
Zunächst wurde untersucht, ob die Akkumulation der ICD auch unter den hier ver-
wendeten Bedingungen auftrat. Dazu wurden die oben beschriebenen Lysate elek-
trophoretisch aufgetrennt und auf einer PVDF Membran immobilisiert. Die Inkuba-
tion der Membran mit einem Antikörper gegen die intrazelluläre Domäne des Re-
zeptors zeigte zum einen keine Lactacystin-abhängige Veränderung der Menge 
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des ungespaltenen Rezeptors. Zum anderen konnte das beschriebene lösliche 
intrazelluläre Fragment ebenso wie das erste Spaltungsprodukt, das Carboxy-
terminale Fragment (CTF), entstanden durch die Aktivität der Metalloprotease 
ADAM17, dargestellt werden. 
Zur besseren Darstellung der Fragmente wurde der Blot überbelichtet. 
 
904550904550NGF (min)
++++----Lactacystin
ICD
CTF
IB α-p75
 
Abb. 17: Hemmung des Proteasoms führt zur Akkumulation der p75-ICD  
Mit Lactacystin (10 µM) vorbehandelte PC12-Zellen wurden mit 50 ng/ml NGF sti-
muliert. 
Auf PVDF immobilisierte Proteine wurden mit einem anti-p75 Antikörper (intrazellu-
läre Domäne) nachgewiesen. ICD: intrazelluläre Domäne, CTF: C-Terminales 
Fragment 
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6.5.2 Koexpression von HA-TrkA und p75 in HEK293-Zellen führt zu ei-
ner veränderten subzellulären Lokalisation von HA-TrkA 
 
Ob die Expression von p75 eine Rolle im endosomalen Transport von TrkA ins Ly-
sosom spielt, wurde bis jetzt in keiner Studie untersucht. Um sich dieser Fragestel-
lung zu nähern, wurden HEK293-Zellen nur mit dem HA-TrkA-Konstrukt oder mit 
dem HA-TrkA- und gleichzeitig mit einem GFP-p75-Konstrukt transient transfiziert 
und ein α-HA-Antikörper uptake assay durchgeführt. Abb. 18 zeigt repräsentative 
Ergebnisse des Zustandes nach 120 min bzw. 180 min. Nach 120 min wurde in 
den vorhergehenden Experimenten die Akkumulation von TrkA in den Lysosomen 
beobachtet. Eine Kolokalisation von TrkA mit Transferrin zu diesen Zeitpunkten 
deutet auf einen veränderten endosomalen Transport von TrkA in die Recycling-
Endosomen. In den nur mit HA-TrkA transfizierten Zellen befand sich ein überwie-
gender Teil des Rezeptors entweder an der Zelloberfläche oder in Recycling-
Endosomen (identifiziert durch gleichzeitige Aufnahme von mit Alexa Fluor-555 
markiertem Transferrin) und zwar in der bereits beschriebenen perinukleären Re-
gion (Abb. 18 A und B; offener Pfeilkopf). Wurde p75 koexprimiert, so fand sich 
HA-TrkA auch in endosomalen Strukturen außerhalb dieser Region, die nicht durch 
Transferrin angefärbt wurden (Abb. 18 C und D; gefüllte Pfeilköpfe). 
 
Die Koexpression von p75-GFP führte zu einem Anstieg der Expressionsrate von 
HA-TrkA. Außerdem waren die beobachteten Effekte stark abhängig von der p75-
GFP-Konzentration: Je mehr p75 exprimiert wurde, desto mehr zelluläre Verände-
rungen wie z.B. abnorm große Vesikel konnten beobachtet werden (Daten nicht 
gezeigt). 
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Abb. 18:  HA-TrkA-Endozytose mit Recycling–Endosom-Gegenfärbung in HEK293-
Zellen 
HEK293-Zellen wurden mit HA-TrkA oder mit HA-TrkA und p75-GFP transient 
transfiziert. Die Zugabe von 2 µg/µl α-HA Antikörper, 50 ng/ml NGF und Transferrin 
erfolgte zum Zeitpunkt 0 min. Nach den angegebenen Zeitintervallen wurden die 
Zellen mit 4 % Paraformaldehyd fixiert, mit sekundärem Alexa Fluor-350-
markiertem Antikörper gefärbt und es wurden Aufnahmen mit dem Fluoreszenzmi-
kroskop Axiovert 200M unter Verwendung des Apotoms gemacht. Es sind reprä-
sentative Abbildungen gezeigt. 
blau: HA-TrkA; grün: p75-GFP; rot: Transferrin. 
→: perinukläre Region 
: Transferrin – negative endosomale Strukturen 
A: HA-TrkA transfiziert nach 120 min 
B: HA-TrkA transfiziert nach 180 min 
C: HA-TrkA und p75 ko-transfiziert nach 120 min 
D: HA-TrkA und p75 ko-transfiziert nach 180 min 
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6.5.3 Hemmung der γ-Secretase-Aktivität in PC12-Zellen führt zu einer 
veränderten subzellulären Lokalisation von HA-TrkA 
 
Da p75 den endosomalen Transport von TrkA beeinflußt, sollte als nächstes unter-
sucht werden ob dieser Vorgang von der Aktivität der γ-Secretase abhängt. Dieses 
Enzym spaltet intrazellulär das ICD-Fragment des p75-Rezeptors ab und könnte 
so indirekt den endosomalen Transport von TrkA beeinflussen. Dazu wurde wieder 
der mehrfach beschriebene HA-TrkA uptake assay verwendet und die Zellen wie in 
der Abbildungslegende beschrieben behandelt.  
 
In Abb. 19 wird exemplarisch der Zustand nach 120 min gezeigt, da zu dieser Zeit 
eine Akkumulation in Lysosomen erfolgen sollte. In den unbehandelten Zellen be-
fand sich ein Teil des HA-TrkA in Transferrin-negativen endosomalen Strukturen 
(Abb. 19 A; Pfeile mit gefülltem Pfeilkopf). In mit Lactacystin behandelten (Positiv-
kontrolle) wie auch in mit γ-Secretase-Inhibitor XXI behandelten Zellen fand sich 
ein Großteil des internalisierten Rezeptors in Transferrin-positiven Vesikeln im pe-
rinuklären Kompartiment oder an der Zelloberfläche (Abb. 19 B und C; Pfeile mit 
offenem Pfeilkopf).  
Auch zu früheren Zeitpunkten (Daten nicht gezeigt) fand sich keine Ansammlung 
von markiertem Rezeptor in größeren vesikulären Strukturen. Vielmehr zeigten 
sich vergleichbare Bilder in Lactacystin- und γ-Secretase-Inhibitor XXI-behandelten 
Zellen mit Kolokalisation von HA-TrkA mit Transferrin in der perinuklären Region. 
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Abb. 19: HA-TrkA-Endozytose mit Recycling–Endosom-Gegenfärbung in PC12-Zellen 
PC12-Zellen wurden mit HA-TrkA transient transfiziert. Nach 36 h wurde der γ-
Secretase-Inhibitor XXI zugegeben und nach 48 h Lactacystin. Zum Zeitpunkt 0 min 
wurden 2 µg/µl α-HA Antikörper, 50 ng/ml NGF und Transferrin zugegeben. Nach 
120 min wurden die Zellen mit 4 % Paraformaldehyd fixiert, mit sekundärem Alexa 
Fluor-350 markiertem Antikörper gefärbt. Es wurden Aufnahmen mit dem Fluores-
zenzmikroskop Axiovert 200M unter Verwendung des Apotoms gemacht. Es sind 
repräsentative Abbildungen gezeigt. 
blau: HA-TrkA; rot: Transferrin. 
→: Transferrin – positive Strukturen 
: Transferrin – negative Strukturen 
A: unbehandelte Kontrollzellen 
B: Lactacystin-behandelte Positivkontrolle für veränderten endosomalen Transport 
C: Mit γ-Secretase-Inhibitor XXI behandelte Zellen 
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6.6 Untersuchungen der pH-abhängigen Bindungskinetik von NGF an 
p75 und TrkA 
 
Die Bindungskinetik von NGF an seine Rezeptoren TrkA und p75 wurde bereits 
mehrfach untersucht. Mit verschiedenen Methoden wurden Affinitätskonstanten 
ermittelt (162,163). Beschrieben wurden Affinitäten von TrkA von K ~ 10-11 und p75 
von K ~ 10-9. Diese Studien berücksichtigten allerdings nicht den Einfluß des pH-
Wertes auf die Bindungen. Insbesondere entlang des endozytotischen Wegs än-
dert sich jedoch der pH von 7,4 auf der Zellmembran über pH = 6,0 in den frühen 
Endosomen bis hin zu pH=  4,8 - 5,2 in späten Endosomen/ Lysosomen. Geladene 
Aminosäurereste, insbesondere Histidine, die sowohl bei NGF als auch bei den 
Rezeptoren innerhalb der Rezeptor-NGF-Bindungsstelle liegen, können pH-
abhängig Auswirkungen auf das Bindungsverhalten haben. Deshalb sollte in die-
sem zweiten Teil der Arbeit geklärt werden, ob die Affinitäten der Rezeptoren zu 
NGF pH-abhängig reguliert werden. Eine pH-abhängige Bindung des Liganden an 
den Rezeptor wurde bereits 2001 von Maeda und Kollegen für den EGF-Rezeptor 
und seine Liganden EGF und TGFα gezeigt (164), was zur Vermutung führte, dass 
auch die NGF-Bindung durch den pH-Wert reguliert wird. 
 
6.6.1 Bindungskinetiken von p75 und TrkA 
 
Über das Protein A-Fängersystem wurden Rezeptormengen entsprechend 
~145 RU (TrkA) und 225 RU (p75) gebunden. Wichtig war nicht die Menge an ge-
bundenem Rezeptor, sondern die NGF-Bindungskapazität, die für kinetische Mes-
sungen zwischen 50 und 100 RU liegen sollte. Als Referenzoberfläche wurde 
Flusszelle 1 verwendet. Die nachfolgend gezeigten Messungen wurden in einem 
HEPES/MES pH = 7,3 Puffer bei einer Flussrate von 30 µl/min durchgeführt (siehe 
auch 5.9.1.6). Es wurden NGF-Konzentrationen von 16 nM; 8 nM, 4 nM, 2 nM, 
1 nM, 0,5 nM und 0,25 nM verwendet. Nach der Referenzierung ergaben sich für 
p75-Fc die in Abb. 20 B und für TrkA-Fc die in Abb. 20 A gezeigten Sensorgram-
me.  
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Die Abbildungen zeigen, dass die Bindung von NGF sowohl an TrkA als auch an 
p75 sehr schnell ablaufen. Dies ist erkennbar am steilen Anstieg der Bindungskur-
ven bei hohen NGF-Konzentrationen, das Gleichgewicht wird schnell erreicht. Aus 
diesem sehr steilen Anstieg der Kurve lässt sich ableiten, dass Massentransferef-
fekte einen großen Einfluss haben und bei der Evaluierung berücksichtigt werden 
müssen. Eine Messung ist durch Massentransfereffekte limitiert, wenn der Analyt 
schneller an den Liganden bindet als er aus der wässrigen Phase an die Mess-
oberfläche diffundieren kann. 
 
Die Assoziationsphasen von TrkA und p75 sind ähnlich schnell. Die Dissoziati-
onsphasen der Rezeptoren unterscheiden sich voneinander: NGF dissoziiert 
schnell von p75. Die Dissoziation ist wenigstens biphasisch, möglicherweise aber 
auch multiphasisch. Dies ist unmittelbar erkennbar an der schnellen Abnahme des 
Signals bei hohen NGF-Konzentrationen kurz nach dem Injektionsstop (Abb. 20 B, 
1), gefolgt von einer langsamen Abnahme des Signals (Abb. 20 B, 2). Hier wird 
außerdem noch das sogenannte rebinding, also dass erneute Binden des Analyten 
in der Dissoziationsphase eine Rolle spielen.  
 
Aus den Sensorgrammen lässt sich die Konzentration abschätzen, bei der die 
halb-maximale Sättigung der Bindungen erreicht werden würde. Dieser Wert ist 
gleichbedeutend mit der Gleichgewichts-Dissoziationskonstante KD. Dazu wurde 
zuerst das maximale Bindungssignal Rmax durch Injektion einer 50 nM NGF-
Lösung bestimmt (Daten nicht gezeigt). Es wurden Rmax Werte von 26 RU für TrkA 
und 36 RU für p75 gefunden. Eine halb-maximale Sättigung wird bei TrkA bei 
13 RU erreicht werden (bei einer Konzentration zwischen 0,25 nM und 0,5 nM 
NGF) und bei p75 bei 18 RU (bei einer Konzentration von ca. 1 nM NGF). 
 
Um die Sensorgramme eindeutig einem Bindungsmodell zuordnen zu können, 
muss die Art der Bindung bekannt sein. Hypothetisch sollten ein p75-Dimer und ein 
TrkA-Dimer jeweils ein NGF-Dimer binden. Denn bedingt durch die Verwendung 
von Fc-Konstrukten liegen die Rezeptoren als Dimere vor (Abb. 6). Die Tatsache, 
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dass es sich bei jedem der Bindungspartner um ein Dimer handelt, macht die Bin-
dungskinetik sehr komplex. Es sind verschiedene Bindungsmechanismen möglich 
(BB: Rezeptor-Dimer (Ligand, p75 oder TrkA); AA: Ligand-Dimer (Analyt, NGF)): 
 
1)  
 
 
2) a) 
 
 
Diese Art der Bindung lässt sich auch netto als: 
 
 
 
 
beschreiben. Dies entspricht formal auch einem 1:1-Bindungsmodell, insbesondere 
dann, wenn der zweite Schritt sehr schnell ist und zeitlich nicht aufgelöst werden 
kann. 
Bei dem oben dargestellten Bindungsmodell bindet zunächst ein Rezeptor-Anteil 
des Fc-Fusionsproteins an ein NGF-Dimer (1). Dies führt vermutlich zu Konforma-
tionsänderungen im NGF-Dimer, woraufhin der zweite Rezeptor-Anteil an das 
NGF-Dimer binden kann (2a). Statt der Bindung eines NGF-Dimers an ein Rezep-
tor-Dimer könnte auch ein Rezeptor jeweils ein NGF-Dimer binden. Dann würde 
zunächst die unter 1) beschriebene Reaktion ablaufen, bevor im zweiten Schritt ein 
weiteres NGF-Dimer an den anderen Rezeptor bindet (2b). 
 
b) 
 
Bei diesem Bindungsmechanismus werden pro Fc-Protein zwei NGF-Dimere ge-
bunden. Durch die Bestimmung der Stöchiometrie der Bindung kann zwischen bei-
den Modellen unterschieden werden. Die Bestimmung von Rmax kann zur Berech-
nung der Stöchiometrie der Rezeptor-Ligand-Komplexe herangezogen werden, da 
die Höhe des Messsignals der Menge an gebundenem Protein proportional ist. 
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Setzt man die molaren Massen von Analyt und Ligand zueinander ins Verhältnis, 
erhält man theoretische Werte (siehe auch 5.9.1.6). Für die Bindung von NGF an 
p75 lassen sich folgende Verhältnisse bestimmen: 
a) 1 NGF Dimer bindet an 1 p75-Fc Kette:   60:27 [kDa] = 2,22 
b) 1 NGF Dimer bindet an 2 p75-Fc Ketten (Dimer):  120:27[kDa] = 4,44 
c) experimentell bestimmt:     227: 36 [RU] = 6,3 
Für die Bindung von NGF an TrkA ergeben sich folgende Verhältnisse: 
a) 1 NGF Dimer bindet an 1 TrkA-Fc Kette:   98:27 [kDa] = 3,63 
b) 1 NGF Dimer bindet an 2 TrkA-Fc Ketten (Dimer):  196:27 [kDa] = 7,27 
c) experimentell bestimmt:     147: 26 [RU] = 5,6 
Aus den errechneten Daten und im Vergleich mit experimentell bestimmten Mess-
daten lassen sich für p75 als auch für TrkA eine 1:1 Stöchiometrie (ein Dimer bin-
det eine Fc-Chimäre) ableiten. Die experimentell bestimmten Werte weichen von 
den theoretischen Werten ab, da aus verschiedenen Gründen auch inaktive Re-
zeptoren an die Messoberfläche gebunden sind. Dadurch wird das durch die Bin-
dung des Analyten an den Liganden hervorgerufene Messsignal geringer ausfal-
len. 
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Abb. 20: Sensorgramme der Bindung von NGF unterschiedlicher Konzentrationen an 
TrkA und p75 
TrkA- oder p75-Fc werden über das Protein A-Fängersystem auf dem Sensorchip 
CM4 immobilisiert. Es wurde NGF in HEPES/MES-Puffer pH = 7,3 in verschiede-
nen Konzentrationen mit einer Flussrate von 30 µl/min über die Messoberfläche ge-
leitet. Nach Abzug der Referenzmessungen erhielt man die dargestellten Sensor-
gramme. 
  A: TrkA; B: p75 
  1: schnelle Dissoziationskomponente 
  2: langsame Dissoziationskomponente 
  : 16 nM NGF  
  : 8 nM NGF 
  : 4 nM NGF 
  : 2 nM NGF 
  : 1 nM NGF  
  : 0,5 nM NGF 
  : 0,25 nM NGF 
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6.6.1.1 Evaluierung der kinetischen Messungen 
Im vorangegangenen Abschnitt wurden mögliche Bindungsmechanismen vorge-
stellt: Der kompliziertere Mechanismus, der die Bivalenz der Reaktionspartner be-
rücksichtigt und der vereinfachte 1:1 Bindungsmechanismus. Beide Modelle wur-
den auf die für p75 und TrkA ermittelten Bindungskurven angewendet. Die Para-
meter (Tab. 9) wurden durch nicht-lineares Fitten der Kurven ermittelt (in Abb. 21 
sind die Kurven mit den entsprechenden fits für TrkA dargestellt und in Abb. 22 für 
p75).  
 
Ein Blick auf die ermittelten Assoziationsratenkonstanten ka zeigt, dass diese au-
ßerhalb des vom Hersteller für das Messgerät angegebenen Auflösungsbereichs 
liegen (max 106 1/Ms). Die wahren kinetischen Werte können nicht genau ermittelt 
werden, da die Interaktion stark durch Massentransport limitiert ist. Die fits für TrkA 
zeigen, dass sowohl das komplexe Modell als auch das 1:1-Modell die Bindung gut 
beschreibt. Schaut man sich die Chi2-Werte als Maß für die Genauigkeit an, mit 
der das Modell die zugrunde liegende Kurve beschreibt, dann findet man ähnliche 
Werte (ca. 0,6) für beide Modelle. Bei p75 kommt hinzu, dass die Dissoziation 
scheinbar sehr komplex ist, mit mindestens zwei unterschiedlichen Dissoziati-
onsphasen. Hier beschreiben die Modelle die ermittelten Kurven deutlich schlech-
ter als die TrkA-Kurven. Das kompliziertere Bindungsmodell für bivalente Analyten 
und Liganden besitzt mehr freie Variablen und beschreibt daher die Messkurven 
etwas besser. 
 
Der Assoziationsratenkonstanten-Wert ist mit 3,5 x 1010 [1/Ms] sehr hoch und ver-
deutlicht, dass diese Messung vom Effekt der Massentransportlimitation bestimmt 
ist. 
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Tab. 9: Gegenüberstellung der aus den Sensorgrammen durch Fitten der Kurven mit den 
unterschiedlichen Bindungsmodellen ermittelten kinetischen Daten 
 
Angegeben sind: ka:  Assoziationsratenkonstante 
   kd:  Dissoziationsratenkonstante 
   KA:  Gleichgewichts-Assoziationskonstante 
   KD:  Gleichgewichts-Dissoziationskonstante 
   Rmax:  Maximale Bindungskapazität 
A:  Langmuir-Modell (1:1 Bindung) 
B:  Modell für die Bindung eines bivalenten Analyten an einen bivalen-
ten Liganden unter Berücksichtigung des Massentransfereffekts 
 
 TrkA p75 
Parameter A B A B 
     
ka1 (1/Ms) 3,8 x 107 1,2 x 107 3,5 x 1010 2,8 x 109 
ka2 (1/s) --- 5,1 x 10-4 --- 5,1 x 10-4 
kd1 (1/s) 8,8 x 10-4 5,1 x 10-4 21,1 2,9 
kd2 (1/s) --- 1,7 x 10-6 --- 8,2 x 10-4 
KA (1/M) 4,3 x 1010 --- 1,7 x 109 --- 
KD (M) 2,3 x 10-11 --- 6,0 x 10-10 --- 
Rmax (RU) 25 25 32 32 
Chi2 0,695 0,652 5,5 2,81 
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Abb. 21: NGF-Bindungskurven mit Modell-fits von TrkA 
Die in Abb. 20 gezeigten Kurven wurden mit Hilfe des BIAevaluation Programms 
mit nicht-linearen Funktionen verglichen, welche die unten aufgeführten Bindungs-
modelle beschreiben, um so die kinetischen Konstanten in Tab. 9 zu ermitteln. 
  A: Langmuir-Modell (1:1 Bindung) mit Massentransfer 
B: Modell für einen bivalenten Analyten mit bivalenten Liganden unter Berücksichti-
gung von Massentransfer 
  : 16 nM NGF  
  : 8 nM NGF 
  : 4 nM NGF 
  : 2 nM NGF 
  : 1 nM NGF  
  : 0,5 nM NGF 
  : 0,25 nM NGF 
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Abb. 22: NGF-Bindungskurven mit Modell-fits von p75 
Die in Abb. 20 gezeigten Kurven wurden mit Hilfe des BIAevaluation Programms 
mit nicht-linearen Funktionen verglichen, welche die unten aufgeführten Bindungs-
modelle beschreiben, um so die kinetischen Konstanten in Tab. 9 zu ermitteln. 
A: Langmuir-Modell (1:1 Bindung) mit Massentransfer 
B: Modell für einen bivalenten Analyten mit bivalenten Liganden unter Berücksichti-
gung von Massentransfer 
  : 16 nM NGF  
  : 8 nM NGF 
  : 4 nM NGF 
  : 2 nM NGF 
  : 1 nM NGF  
  : 0,5 nM NGF 
  : 0,25 nM NGF 
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6.6.2 Untersuchung der multiphasischen Dissoziationskinetik von p75 
 
Zur weiteren Charakterisierung der p75-NGF Bindung wurde zunächst p75-Fc 
(130 RU) auf einen PIONEER B1-Chip geladen. Anschließend wurden 10 nM NGF 
unterschiedlich lange über die Oberfläche geleitet.  
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Abb. 23: Untersuchung der NGF-Dissoziation von p75 auf Konformationsänderung 
Auf einem PIONEER B1-Sensorchip wurde über das Protein A-Fängersystem p75-
Fc auf der Messoberfläche immobilisiert (130 RU). Anschließend wurde 10 nM NGF 
in HEPES/MES-Puffer pH = 7,4 mit einer Flussrate von 10 µl/min mit unterschied-
lich langen Kontaktzeiten über die Messoberfläche geleitet. 
  : 300 s Kontaktzeit  
  : 240 s Kontaktzeit 
  : 180 s Kontaktzeit 
  : 120 s Kontaktzeit 
  :  60 s Kontaktzeit  
  :  30 s Kontaktzeit   
 
Hieraus lässt sich erkennen, ob die bi- bzw. multiphasische Dissoziation des NGF 
von p75 möglicherweise auf einer Konformationsänderung beruht. Wäre dies der 
Fall, würde bei kurzen Kontaktzeiten das Bindungszwischenprodukt BB•AA (vgl. 
5.9.1.7) in einem höheren Anteil vorliegen als bei längeren Kontaktzeiten. Dement-
sprechend wäre die schnelle Phase bei kurzen Kontaktzeiten stärker ausgeprägt. 
Im Fall von p75 ließen sich keine Unterschiede in der Dissoziation feststellen. 
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6.6.3 Untersuchung der pH-Abhängigkeit der NGF-Bindung an p75 und 
TrkA 
 
Die Rezeptorkonstrukte wurden über Protein A auf einen CM4 Chip gebunden und 
NGF in verschiedenen Konzentrationen (16 nM; 8 nM; 4 nM; 2 nM; 1 nM; 0 nM, 
5 nM und 0,25 nM) in HEPES/MES Puffer pH = 7,4 und pH = 6,0 über die Oberflä-
che geleitet. In einer Abbildung wurden die Sensorgramme einer NGF-
Konzentration bei pH = 7,4 den Sensorgrammen bei pH = 6,0 gegenüber gestellt. 
Es wurden diese beiden Werte ausgewählt, da sie von physiologischer Relevanz 
sind. Bei pH = 7,4 bindet NGF auf der Zelloberfläche an seine Rezeptoren. In den 
frühen Endosomen ist der TrkA-Rezeptor pH-Werten im Bereich von 6,2 – 6,0 
ausgesetzt. 
 
In Abb. 24 sind die unterschiedlichen NGF-Konzentrationsmessungen für TrkA und 
in Abb. 25 für p75 dargestellt. Die Messungen für TrkA bei pH = 6 wurden im Dop-
pelansatz durchgeführt um die Reproduzierbarkeit zu dokumentieren. Die Assozia-
tion von NGF an TrkA ist bei pH = 6 etwas langsamer als bei pH = 7,4. Die Disso-
ziation dagegen ist bei pH = 6 schneller. Insgesamt nimmt die Affinität von TrkA zu 
NGF ab, die halb-maximale Sättigung erfolgt jetzt bei höheren NGF-
Konzentrationen (≥ 16 nM). Der EC50, also die Konzentration, bei der die Hälfte der 
Bindungen gesättigt ist, kann als grobe Abschätzung der Affinität herangezogen 
werden. Dieser liegt für TrkA bei pH = 7,4 (Rmax = 25 RU) bei < 250 pM und bei  
pH = 6 (Rmax = 40 RU) zwischen 8 nM und 16 nM. Die Bindung von NGF an p75 
wird bei pH = 6 stärker im Vergleich zu pH = 7,4, da die Dissoziation langsamer 
wird. Die Abschätzung des EC50-Werts ist für p75 nur bei pH = 7,4 möglich. Er liegt 
bei ungefähr 1 nM. Bei pH = 6 wird während der Messung scheinbar kein Bin-
dungsgleichgewicht erreicht, daher kann der EC50 nicht abgeschätzt werden. Die 
Assoziationsphase ändert sich kaum im Vergleich zur Änderung bei TrkA. 
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Abb. 24: pH-Abhängigkeit der Bindungskinetik von TrkA bei unterschiedlichen NGF-
Konzentrationen 
TrkA-Fc wurde über ein Protein A-Fängersystem auf einen CM4-Sensorchip immo-
bilisiert. Bei pH = 7,4 wurden 140 RU und bei pH = 6,0 wurden 280 RU immobili-
siert. Anschließend wurde mit einer Flussrate von 10 µl/min und einer Kontaktzeit 
von 240 s NGF in unterschiedlichen Konzentrationen in HEPES/MES-Puffer 
pH = 7,4 oder pH = 6,0 über die Messoberfläche geleitet. Die Messung wurde für 
pH = 6,0 im Doppelansatz durchgeführt. 
  :pH = 7,4; 
:pH = 6,0 (Messung 1);  
:pH = 6,0 (Messung 2)  
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Abb. 25:  pH-Abhängigkeit der Bindungskinetik von p75 bei unterschiedlichen NGF-
Konzentrationen 
p75-Fc wurde über ein Protein A-Fängersystem auf einen CM4-Sensorchip immobi-
lisiert. Bei pH = 7,4 wurden 220 RU und bei pH = 6,0 wurden 190 RU immobilisiert. 
Anschließend wurde mit einer Flussrate von 10 µl/min und einer Kontaktzeit von 
240 s NGF in unterschiedlichen Konzentrationen in HEPES/MES-Puffer pH = 7,4 
oder pH = 6,0 über die Messoberfläche geleitet.  
  :pH = 7,4;  
:pH = 6.0    
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7 Diskussion 
 
7.1 Untersuchung der Auswirkung proteasomaler Inhibition auf den 
endosomalen Transport und die Signaltransduktion des TrkA Rezep-
tors 
 
Proteasomale Dysfunktion ist ein wichtiges gemeinsames Merkmal neurodegene-
rativer Erkrankungen. Das Ubiquitin-Proteasom- System ist direkt verantwortlich für 
den regulierten Abbau fehlgefalteter Proteine oder von Proteinen, die ihre biologi-
sche Funktion bereits erfüllt haben. Darüber hinaus steuert es auch indirekt den 
lysosomalen Abbau einer Vielzahl wichtiger Wachstumsfaktorrezeptoren durch 
Regulation des endosomalen Transports. Da NGF auch im adulten Nervensystem 
eine wichtige Rolle für die Vitalität der Nervenzellen spielt, liegt die Untersuchung 
des Einflusses der proteasomalen Hemmung auf NGF und seine Rezeptoren na-
he. 
 
7.1.1 Proteasomale Inhibition fördert die Differenzierung von PC12-
Zellen 
 
Die neurotrophe Funktion von NGF lässt sich am einfachsten anhand der Differen-
zierung von PC12-Zellen beobachten, da die Behandlung mit NGF bei diesen Zel-
len zur Neuritenbildung führt. Wird in diesem Modellsystem das Proteasom ge-
hemmt, kommt es bei gleichzeitiger Gabe von NGF zu einer signifikanten Poten-
zierung der NGF-Wirkung sowohl nach 18 h als auch nach 24 h, die sich am ver-
mehrten Auswachsen von Neuriten ablesen lässt. Die Hemmung des Proteasoms 
über einen längeren Zeitraum wirkt jedoch, bedingt durch die zentrale Rolle dieses 
Enzymkomplexes im Zellmetabolismus, auf die Zelle letal. So zeigte sich dieser 
Effekt auch bei PC12-Zellen, die unter den gewählten experimentellen Bedingun-
gen nach 48 h eine deutlich reduzierte Viabilität zeigten.  
 
Interessanterweise entwickelten mit Lactacystin behandelte PC12-Zellen auch oh-
ne Stimulation mit NGF einen neuronalen Phänotyp. Dies ist wahrscheinlich auf 
den reduzierten Abbau von die Neuritogenese steuernden Proteinen zurückzufüh-
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ren. Der reduzierte Abbau beruht auf der verstärkten Aktivität von E1 und E2 bei 
gleichzeitiger reduzierter proteolytischer Aktivität des Proteasoms. Die Inhibition 
des E3 bei gleichzeitiger Behandlung mit Lactacystin verhinderte die Neuritogene-
se in PC12-Zellen. Diese Befunde deuten auf ein vom Proteasom gesteuertes Sy-
stem der Ubiquitinierung von die Neuritogenese steuernden Proteinen auch unab-
hängig von Wachstumsfaktoren hin (165). 
 
Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Effekte der NGF-unabhängigen Neuri-
togenese bestätigen und erweitern die von Obin et al. beobachteten Befunde einer 
Lactacystin-induzierten Differenzierung von PC12-Zellen (165). Beide Datensätze 
widersprechen Ergebnissen einer anderen Studie, die keine Neuritogenese-
stimulierenden Effekte von Lactacystin beschreibt (166). Dies könnte mit dem 
schmalen Lactacystin-Konzentrationsbereich, der Neuritogenese hevorruft, zu-
sammenhängen (165). 
 
7.1.2 Das Proteasom reguliert die TrkA-Signaltransduktion und den en-
dosomalen TrkA-Transport 
 
Die beobachtete NGF-abhängige Verstärkung der Differenzierung von PC12-
Zellen geht auf molekularer Ebene mit einer verlängerten Aktivierung bzw. 
Phosphorylierung von TrkA einher. In mit Lactacystin behandelten Zelllysaten wur-
de eine Erhöhung des pTrkA-Gehalts gegenüber der unbehandelten Kontrolle auf 
ca. 90 % des Maximalwerts gemessen. Damit einher ging eine Erhöhung der 
pErk1/2 Werte auf 80 % und 70 % des Maximalwerts im Vergleich zur Kontrolle, 
bei der die Werte auf ca. 30% sanken. Diese Proteine steuern die Neuritogenese 
in PC12-Zellen (158,159). Die verstärkte NGF-abhängige Differenzierung ist also 
auf eine verstärkte Aktivierung der wichtigen Kinasen Erk1/2 zurückzuführen. Die 
Erhöhung des pTrkA-Gehalts ist mit einer Erhöhung des TrkA Gehalts auf 96 % 
des Maximalwerts im Gegensatz zu einer Erniedrigung auf 40 % in den unbehan-
delten Ansätzen assoziiert. 
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Ein Anstieg der Erk-Aktivität unter der Behandlung mit Lactacystin wurde bereits 
für hippocampale Neurone beschrieben (167). Eine andere Gruppe beschrieb er-
höhte Level von phosphoryliertem Erk1/2 bei gleichbleibenden Mengen von Ge-
samt-Erk1/2 in neuronalen Primärkulturen (168). Die vorliegende Arbeit weist diese 
Effekte auch für PC12-Zellen nach. Im nächsten Schritt wurde nach der Ursache 
für die Erhöhung der Menge an phosphorylierten Signaltransduktionsproteine ge-
sucht. 
 
Als mögliche Erklärung für die Erhöhung des TrkA-Gehalts wurde verminderte En-
dozytose in Betracht gezogen. Die Oberflächenbiotinylierungs-Experimente zeig-
ten, dass die TrkA-Menge auf der Zelloberfläche in Lactacystin-behandelten Zellen 
gegenüber unbehandelten Kontrollzellen nach 30-minütiger Stimulation mit NGF 
erhöht ist. Interessanterweise beeinflusst die Behandlung mit Lactacystin die 
EGFR-Menge auf der Oberfläche von PC12-Zellen nach EGF-Stimulation nicht. 
Die beobachteten Effekte scheinen somit TrkA-spezifisch zu sein. 
 
Als Erklärung für die Erhöhung der TrkA-Menge auf der Zelloberfläche kommt ne-
ben verminderter Endozytose auch vermehrter Transport des Rezeptors zurück auf 
die Oberfläche in Betracht. Um zwischen den beiden Möglichkeiten – verminderter 
Internalisierung oder verstärktem Recycling – unterscheiden zu können, wurde die 
Internalisierung von Alexa Fluor-markiertem HA-TrkA in die Zelle beobachtet. 
 
Werden mit HA-TrkA transfizierte Zellen mit Lactacystin behandelt, so findet man 
nach 45-minütiger Inkubation mit NGF ein vergleichbares Verhältnis von auf der 
Zelloberfläche befindlichem TrkA zu internalisiertem TrkA wie in den unbehandel-
ten Kontrollzellen. Danach verändert sich jedoch das Verhältnis: In den Kontrollzel-
len akkumuliert TrkA im Zellinneren, wohingegen in Lactacystin-behandelten Zellen 
wieder Fluoreszenz-markierter Rezeptor auf der Zelloberfläche erscheint. Verant-
wortlich hierfür ist der Transfer des Rezeptors in Recycling-Endosomen, so dass er 
nicht mehr im Lysosom abgebaut wird. Das Recycling des Rezeptors wurde in ei-
nem Lebendzellansatz mit PC12-Zellen gezeigt, bei dem der Transport von Alexa 
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Fluor-markiertem HA-TrkA in endosomalen Vesikeln beobachtete wurde. In unbe-
handelten Zellen beginnt der Rezeptor nach 120 min im Lysosom zu akkumulieren. 
Lysosomaler Abbau von TrkA nach 120 min in PC12-Zellen ist bereits beschrieben 
worden (117). Dies zeigt, dass die Überexpression des Rezeptors nicht zu einer 
Beeinträchtigung des endosomalen Transports führt. In Lactacystin-behandelten 
Zellen wird der Rezeptor nicht mehr ins Lysosom transportiert, auch 180 min nach 
Stimulation mit NGF erscheint kein HA-TrkA im Lysosom. Stattdessen zeigt die 
Kolokalisation des Rezeptors mit dem etablierten Marker für das Recycling–
Endosom, dass TrkA über diese Vesikel zurück an die Zelloberfläche gelangt. 
 
Dass die Internalisierung des Rezeptors nicht durch die Hemmung des Protea-
soms beeinflusst ist, wurde bereits in TrkA-überexprimierenden Hamsterzellen ge-
zeigt. In derselben Studie wurde eine Inhibition des Abbaus von TrkA-gebundenem 
NGF auf der Ebene der Endosomen beschrieben (85). Die in der vorliegenden Ar-
beit beschriebenen Resultate bestätigen diese Befunde für das Modellsystem 
PC12-Zellen. Van Kerhof et al. beschrieben ebenfalls, dass die Inhibition der De-
gradation von NGF nicht mit einer generellen Änderung des Mechanismus des en-
dosomalen Membrantransports einhergeht. In dieser Studie wurde keine Änderung 
des endosomalen Transports von Gold-markiertem BSA ins Lysosom gefunden 
(85). Diese Befunde wurden in der vorliegenden Arbeit bestätigt (Daten nicht ge-
zeigt) und sichern, dass die Gabe von Lactacystin nicht generell den lysosomalen 
Transport beeinträchtigt. 
 
Die Auswirkung proteasomaler Inhibition auf das zweite wichtige von TrkA regulier-
te Protein Akt wurde bisher noch nicht untersucht. Interessanterweise hatte die 
verlängerte Phosphorylierung von TrkA in unseren Experimenten keinen Einfluss 
auf die Phosphorylierung von Akt. Diese Beobachtung stützt die Hypothese, dass 
die Proteine Erk1/2 und Akt durch TrkA von unterschiedlichen subzellulären Loka-
lisationen aus aktiviert werden, und zwar wird die Akt-Signaltransduktion von der 
Zelloberfläche aus und die MAPK-Signaltransduktion von endosomalen Komparti-
menten aus reguliert. So führt die Inhibition der Endocytose von TrkA durch eine 
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dominant-negative Dynamin-Mutante gleichzeitig zur Verstärkung der Akt-
Phosphorylierung (86). Wird hingegen der lysosomale TrkA-Transport durch Ex-
pression einer dominant-negativen Rab7-Mutante inhibiert, kommt es zu einer Ver-
stärkung der Erk1/2-Phosphorylierung (83). Da die Internalisierung des Rezeptors 
nicht gehemmt wurde, sichtbar an der schnellen Aufnahme des Alexa Fluor-
markierten HA-Antikörpers nach Stimulation mit NGF, lag unter den Versuchsbe-
dingungen keine Veränderung in der Regulierung von Akt vor.  
 
Die unter Behandlung der Zellen mit Lactacystin beobachteten Effekte der gestör-
ten Signaltransduktion wurden auch bei Verwendung des zur Therapie des multi-
plen Myeloms eingesetzten Proteasom-Inhibitors Bortezomib gefunden. Die Be-
handlung der PC12-Zellen mit diesem Inhibitor führt ebenfalls zu einer Akkumulati-
on von TrkA, pTrkA und pErk1/2. Diese Befunde bestätigen zum einen die mit Lac-
tacystin erhaltenen Daten und liefern darüber hinaus auch eine Erklärung für die 
bei der Therapie mit Bortezomib beobachtete Nebenwirkung der Polyneuropathie: 
Die Viabilität der Neurone könnte durch veränderten endosomalen Transport und 
veränderte Nervenwachstumsfaktor-Signaltransduktion herabgesetzt sein. In ei-
nem Ratten-Modell induzierte Bortezomib Neurodegeneration in DRGs (169). 
DRG-Zellen exprimieren TrkA. Diese Daten passen zu den in der vorliegenden 
Arbeit beschriebenen Ergebnissen im Bezug auf den Einfluss von Bortezomib auf 
TrkA-exprimierende Neurone. Allerdings sind weiterführende in vivo-Analysen der 
Signaltransduktion von TrkA in primären Neuronen sowie Untersuchungen von 
Nervenbiopsien Bortezomib-behandelter Patienten auf eine veränderte TrkA-
Lokalisation notwendig, um den Zusammenhang zwischen gestörtem TrkA-
trafficking und -signalling und Bortezomib-Therapie zu verifizieren. Ein solcher Zu-
sammenhang wäre von großem klinischen Interesse, weil die Polyneuropathie 
häufig einen dosislimitierenden Faktor in der Bortezomib-Therapie darstellt. Eine 
gleichzeitig durchgeführte Behandlung mit Agenzien, welche den intrazellulären 
TrkA-Metabolismus verbessern bzw. die Neurotrophin-Wirkung ersetzen, könnte 
es somit erlauben, höhere Zytostatika-Dosen einzusetzen. 
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Bei PC12-Zellen handelt es sich um eine neoplastische Zellline, bei der im Ver-
gleich zu nicht-neoplastischen Zellen verschiedene wichtige zelluläre Prozesse 
verändert sind. Dies wurde auch schon bei den biochemischen Untersuchungen 
der Akt-Signaltransduktion deutlich: Akt war bereits ohne geeigneten Stimulus 
phosphoryliert. Es wäre also durchaus möglich, dass die oben beschrieben Effekte 
nicht oder nicht ausschließlich auf das gehemmte Proteasom zurückzuführen sind. 
Um dies auszuschließen, wurde der lysosomale Transport von TrkA in HA-TrkA 
transfizierten Primärkulturen mittels HA uptake assay in der lebenden Zelle unter-
sucht. Da diese Untersuchungen ergaben, daß unter proteasomaler Hemmung 
kein HA-TrkA mehr ins Lysosom transportiert wurde, kann davon ausgegangen 
werden, dass die beobachteten Effekte nicht durch maligne Entartung verursacht 
waren, sondern physiologisch relevant sind. 
 
7.1.3 Mögliche Mechanismen der Regulation des endosomalen Trans-
ports von TrkA durch das Proteasom 
 
7.1.3.1 Regulation des endosomalen Transports von TrkA durch verstärkte 
Ubiquitinierung von TrkA 
Für den EGF-Rezeptor konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt werden, 
dass durch das Proteasom regulierte De-Ubiquitinierung notwendig für den Eintritt 
des Rezeptors in das Lumen der MVBs ist. Dieser Schritt wiederum ist notwendig 
für die letztendliche Degradation im Lysosom (110,111). Daher wurde untersucht, 
ob auch die Ubiquitinierung von TrkA beeinträchtigt ist. In der vorliegenden Arbeit 
konnte eine verlängerte Polyubiquitinierung von TrkA nach proteasomaler Hem-
mung nachgewiesen werden. Zeitgleich mit der Erstellung dieser Arbeit wurde von 
Geetha und Wooten eine Studie veröffentlicht, in der gezeigt wurde, dass die pro-
teasomal gesteuerte De-Ubiquitinierung notwendig für den lysosomalen Abbau von 
TrkA ist (117). Hier wurde auch in indirekter Immunfluorezenz gezeigt, dass TrkA 
nicht länger in das Lysosom transportiert wird, wenn das Proteasom gehemmt ist.  
 
In der Studie von Geetha et al. wurde mit POH1 ein möglicher DUB-Kanidat für die 
De-Ubiquitinierung von TrkA vorgestellt. Die Beteiligung dieses Proteins an der 
Regulierung der Konzentration von TrkA wurde nicht gezeigt. Im selben Jahr publi-
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zierte dieselbe Arbeitsgruppe eine Interaktion von TrkA mit dem DUB CYLD (cylin-
dromatosis), aber ohne die De-Ubiquitinierung des Rezeptors zu zeigen (170). Au-
ßerdem scheint TrkA in der Studie von Geetha et al. weiterhin in die späten Endo-
somen zu gelangen, sichtbar an der Interaktion des Rezeptors mit Rab7 (117). Of-
fen bleibt, was mit dem Rezeptor passiert, wenn er nicht länger de-ubiquitiniert und 
demzufolge nicht lysosomal degradiert wird. 
 
7.1.3.2 Regulation des endosomalen Transports von TrkA durch p75 
Der zweite NGF-Rezeptor p75 ist im Hinblick auf seine Bedeutung für den endo-
somalen Transport von TrkA bisher nicht untersucht worden. In der vorliegenden 
Arbeit wurde die Arbeitshypothese aufgestellt, dass p75 eine zentrale Rolle in der 
Regulation des endosomalen Transports von TrkA zukommt. Die Hypothese ist 
schematisch in Abb. 26 dargestellt. Die Bindung von NGF an p75 (Abb. 26, Nr.1) 
führt zu einer Rekrutierung und Aktivierung von TRAF6 (116). TrkA rekrutiert p62 
nach NGF-abhängiger Phosphorylierung (171). p62 ist ein Gerüstprotein mit ver-
schiedenen Funktionen. Es ist in der Lage, mit PKC zu interagieren (172) und akti-
viert NFκB (173). Darüber hinaus besitzt p62 eine Ubiquitin-bindende Domäne, 
über die es nicht-kovalente Polyubiquitinierungen binden kann (174). Über p62 
erfolgt die Interaktion von TrkA mit dem TRAF6-p75-Komplex, was zur Polyubiqui-
tinierung und Internalisierung von TrkA führt (171) (Abb. 26, Nr.2). 
 
p75 wird bei der sogenannten RIP (regulated intramembrane proteolysis) gespal-
ten. Zunächst spaltet die Metalloprotease ADAM17 die extrazelluläre Domäne von 
p75 (p75-ECD) ab (Abb. 26, Nr.2). Dieser Vorgang ist in PC12-Zellen abhängig 
von der Kinaseaktivität von TrkA (53). Interessanterweise führt die Inhibition der 
Aktivität auch zum Recycling des TrkA-Rezeptors (77). Diese Tatsache weist auf 
einen Zusammenhang zwischen TrkA-Kinaseaktivität, p75-Prozessierung und en-
dosomalem Transport hin.  
 
Im zweiten Schritt wird das Transmembranfragment (CTF) von p75 durch die γ-
Secretase gespalten, wobei das lösliche intrazelluläre Fragment (ICD) entsteht, 
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welches vom Proteasom abgebaut wird (46,47) (Abb. 26, Nr.3). Dieser Schritt 
könnte zu einem Zerfall des p75-TRAF6-p62-TrkA Komplexes führen. In HEK293-
Zellen ist die durch NGF stimulierte Interaktion von koexprimiertem TRAF6 mit p75 
nach 10 min maximal und nach 20 min bereits wieder fast auf dem Niveau unsti-
mulierter Zellen (116). Die Verbindung ist also kurzlebig. An den Zeitpunkt der De-
stabilisierung der Bindung nach 20 min schließt sich die Akkumulation von p75 in 
den Recycling-Endosomen nach 30 min an (77,82).  
 
p62 rekrutiert im nächsten Schritt das DUB CYLD, welches TrkA möglicherweise 
de-ubiquitiniert (170) und so zur Einordnung von TrkA in den lysosomalen Abbau-
weg führen könnte (Abb. 26, Nr.4a). Unter Bedingungen, die zur Hemmung des 
Proteasoms führen, akkumuliert das Produkt der γ-Secretase-Spaltung von p75 
(ICD). Dieses könnte durch eine Rückkopplungs-Hemmung zur Senkung der Akti-
vität der γ-Secretase und so zur Verminderung der Spaltung des p75 CTF führen. 
Dadurch würde der p75-TRAF6-p62-TrkA Komplex nicht zerfallen und, vermutlich 
durch die Aktivität weiterer Adaptermoleküle, in die Recycling-Endosomen sortiert 
werden (Abb. 26 Nr.4b). Die verlängerte Aktivität von TrkA führt zu einer Verlänge-
rung der Aktivität von Erk1/2. Die Aktivität von Erk1/2 führt zu einer Abnahme der 
γ-Secretase Aktivität (175). Somit kommt es nicht zu einer Spaltung von p75-CTF 
und der oben beschriebene Prozess wird weiter aufrecht erhalten. 
 
Um diese Hypothese zu testen, wurde zunächst untersucht, ob p75 notwendig für 
den endosomalen Transport von TrkA ist. Die Analyse der alleinigen Expression 
von TrkA und der Koexpression von TrkA und p75 in HEK293-Zellen zeigte, dass 
es ohne p75 zu einer Einordnung von TrkA in den Recycling-Weg kommt. Grund 
hierfür könnte eine verminderte, von TRAF6 vermittelte Ubiquitinierung von TrkA 
sein. In HEK293-Zellen ist die Koüberexpression von TRAF6, p62 und HA-TrkA 
ausreichend für eine NGF-abhängige Polyubiquitinierung von TrkA. Die Beteiligung 
von p75, insbesondere unter Bedingungen der endogenen Expression von TRAF6 
und Ubiquitin an der Ubiquitinierung von TrkA wurde bisher nicht untersucht. 
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Werden TrkA und p75 in HEK293-Zellen koexprimiert, wird, je nach Menge an p75, 
der Transport von TrkA ins Lysosom verstärkt. p75 ist also Dosis-abhängig an der 
Regulation des endosomalen Transports von TrkA beteiligt. Um die Beteiligung der 
γ-Secretase am lysosomalen Transport von TrkA zu untersuchen, wurde die Aktivi-
tät des Enzyms in HA-TrkA exprimierenden PC12-Zellen inhibiert, wodurch es zum 
Recycling des Rezeptors kam. Ob dieser Effekt auf gestörte Spaltung des p75-
CTF zurückzuführen ist, muss in weiteren Experimenten untersucht werden. 
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Abb. 26: Schema der Regulation des endosomalen Transports von TrkA 
1. NGF bindet auf der Zelloberfläche an seine Rezeptoren. 
2. Die Metalloprotease ADAM17 spaltet die extrazelluläre Domäne (ECD) von p75 
ab und es verbleibt p75-CTF in der Zellmembran. Es kommt zur Bildung des 
Komplexes aus p75-TRAF6-p62-TrkA. TrkA wird TRAF6-abhängig ubiquitiniert. 
3. Der Komplex wird internalisiert und findet sich in den frühen Endosomen (EE). 
Phosphoryliertes TrkA aktiviert Erk1/2. Die γ-Secretase spaltet vermutlich hier 
das intrazelluläre Fragment von p75 (ICD) ab, welches vom Proteasom abge-
baut wird. Zu untersuchen ist, ob das ICD hemmend auf die γ-Secretase wirkt. 
4a TrkA gelangt in die späten Endosomen (LE). Hier kommt es vermutlich durch 
p62 vermittelt zur De-Ubiquitinierung von TrkA. Letztendlich wird der Rezeptor 
im Lysosm abgebaut. 
4b Ist das Proteasom gehemmt, gelangt TrkA in die Recycling-Endosomen. Ob der 
Rezeptor im beschrieben Komplex mit p75,TRAF6 und p62 vorliegt, ist unge-
klärt.  
TrkA aktiviert weiterhin Erk1/2. Letztendlich gelangen TrkA und p75 zurück an 
die Zelloberfläche.  
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Die γ-Secretase spielt eine wichtige Rolle bei der Pathogenese des Morbus Alz-
heimer durch die Spaltung des Aβ-Proteins. Ein Verlust der γ-Secretase-Aktivität 
führt zum hereditären Morbus Alzheimer (176). Der oben beschriebene Mechanis-
mus könnte eine Erklärung für Nervenzelldegeneration liefern: Durch eine Abnah-
me der Aktivität der γ-Secretase kommt es zum Recycling des NGF-Rezeptors 
TrkA zur Zelloberfläche. Dadurch dürfte auch der retrograde Transport vermindert 
werden, weil dieser nicht von Recycling-Endosomen vermittelt wird. TrkA kann 
somit seine neurotrophe Wirkung im Zellkörper nicht mehr entfalten, da es nicht 
mehr dorthin transportiert wird. Diese Hypothese könnte in neuronalen Primärkultu-
ren durch Untersuchungen des endosomalen Transports von TrkA nach Hemmung 
der γ-Secretase überprüft werden. Außerdem sollte Autopsie-Material von Alzhei-
mer-Patienten durch immunhistochemische Untersuchungen auf veränderte Loka-
lisation von TrkA untersucht werden. 
 
7.2 Untersuchung der pH-abhängigen Bindungskinetik von NGF an 
TrkA und p75 
 
Die Untersuchung der pH-Abhängigkeit der Bindung von NGF an seine Rezepto-
ren ist aus biologischer Sicht von Bedeutung, da der intrazelluläre Verbleib des 
Proteins ungeklärt ist. Es gibt Hinweise darauf, dass NGF in intrazellulären Cla-
thrin-bedeckten Vesikeln und frühen Endosomen an TrkA gebunden bleibt 
(177,178). Es wurde auch NGF in späten Endosomen und MVBs gefunden (179). 
TrkA wird in den Lysosomen ca. 120 min nach Stimulation mit NGF abgebaut. Ob 
NGF ebenfalls im Lysosom abgebaut oder an p75 gebunden zurück an die Zell-
oberfläche gelangt, ist unklar. Einen Hinweis auf den Verbleib von NGF kann eine 
Untersuchung der Bindungsaffinität von TrkA und p75 zu NGF bei endosomalem 
pH-Wert liefern. Ändert sich die Affinität mit dem endosomalen pH-Wert, könnte in 
Endosomen p75 der bevorzugte Bindungspartner für NGF werden. 
 
Um die Kinetik evaluieren zu können, muss die Art der Bindung bekannt sein, d.h. 
es muss ein Bindungsmodell zu Grunde gelegt werden. Erst dann kann man die 
kinetischen Daten mit Hilfe der Bindungsmodelle in der BIAevaluation Software 
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auswerten. Die Stöchiometrie der Interaktion kann man experimentell aus der Ver-
änderung des Messsignals in der auf Biosensoren basierenden SPR-Messung er-
mitteln. Die Stöchiometrie wurde sowohl für TrkA als auch für p75 als 1:1 Bindung 
(ein NGF-Dimer bindet eine Rezeptorchimäre) bestimmt.  
 
Für TrkA wurde eine 2:2 Bindung (also netto 1:1) beschrieben (9,64). Für p75 wur-
den unterschiedliche Bindungsmodelle gefunden: He und Garcia publizierten 2004 
eine 1:2 Bindung (ein Rezeptor bindet ein NGF-Dimer), bei der durch Konformati-
onsänderung des NGF die Bindung eines zweiten Rezeptors an das Dimer verhin-
dert wird (38). Im Gegensatz hierzu steht die von Auriko et al. 2005 publizierte 1:1 
Bindung (37). Das in der vorliegenden Arbeit verwendete TrkA-Modellsystem be-
schreibt die etablierte 2:2 Bindung gut. Die gefundene 1:1 Bindung für ein NGF-
Dimer an ein p75-Dimer lässt sich durch die Verwendung von Rezeptor-Fc-
Konstrukten erklären. Dadurch ist eine Dimerisierung der Rezeptoren gewährlei-
stet. Die Bindung eines NGF-Dimers an ein p75-Fc-Dimer entspricht damit nicht 
unbedingt den natürlichen Verhältnissen auf der Zelloberfläche.  
 
Aufgrund der errechneten Bindungsstöchiometrie konnte ein theoretisches Bin-
dungsmodell aufgestellt werden (s. 6.6.1). Nach diesem Modell wurde unter Einbe-
ziehung der Bivalenz von Ligand und Rezeptor und der Limitierung der Messung 
durch Massentransport ein BIAevaluation-Modell zur Berechnung der kinetischen 
Daten erstellt. Zum Vergleich wurde ein einfaches 1:1 Bindungsmodell, ebenfalls 
unter Berücksichtigung der Massentransporteffekte, herangezogen. Beide Modelle 
beschrieben die TrkA-Kinetik vergleichbar gut. Der komplexe NGF-
Bindungsmechanismus von TrkA kann also auch durch ein einfaches Modell be-
schrieben werden.  
 
Für TrkA konnten so unter Zuhilfenahme der Bindungsmodelle die verschiedenen 
Affinitätskonstanten und somit die Affinität zu NGF ermittelt werden, jedoch sind 
diese Werte Modell-abhängig zu betrachten. Erschwerend kommt hinzu, dass die 
ka-Werte mit 3,8 x 107 für das 1:1 Bindungsmodell und 1,2 x 107 für das komplizier-
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te Modell für bivalente Analyten und Liganden außerhalb der Messgenauigkeit des 
Geräts liegen. Hervorgerufen wurde diese schnelle Assoziation durch den hohen 
basischen isoelektrischen Punkt von NGF (pH ~ 10,2). Die isoelektrischen Punkte 
von TrkA und p75 liegen im sauren Bereich, so dass es mit den in den kinetischen 
Messungen verwendeten pH-Werten zu elektrostatischen Wechselwirkungen kam, 
die vermutlich die Geschwindigkeit der Bindung bestimmten. Ausgeschlossen wer-
den konnte, dass die hohe Ladung von NGF zur Artefaktbildung durch Bindung 
des NGFs an die Matrix des Sensorchips und so zur Erhöhung des Messsignals 
beitrug. Dazu wurden bei jeder Messung Kontrollanalysen durchgeführt, bei denen 
die jeweilige NGF-Konzentration über die Protein A- oder die Kontrolloberfläche 
geleitet wurden (Daten nicht gezeigt). Hier konnte keine Bindung gemessen wer-
den und somit unspezifische Wechselwirkungen ausgeschlossen werden. 
 
Für TrkA ist die Bestimmung der Dissoziationsratenkonstante kd schwierig. Da die 
tatsächliche Kinetik von rebinding (erneute Bindung des Analyten in der Dissoziati-
onsphase aufgrund von elektrostatischen Wechselwirkungen) überlagert wird. Au-
ßerdem ist die Dissoziation so langsam, dass auch hier der Wert an der Grenze 
des Messbereichs des Geräts liegt (10-5 - 101 [1/s]). Die Dissoziationsratenkon-
stante kd1 wurde mit 5 x 10-4 [1/s] für die Bindung eines bivalenten Analyten an ei-
nen bivalenten Liganden bestimmt. Dies liegt noch gerade im Messbereich, die 
Dissoziation müsste aber über einen sehr langen Zeitraum gemessen werden, was 
bei der Fülle der zu erhebenden Daten nicht praktikabel erscheint. Dennoch ist es 
zulässig zu sagen, dass die mittels Fitten der Messdaten ermittelten Dissoziati-
onskonstanten von  
8,8 x 10-4 (1:1 Bindung) bzw. 5,1 x 10-4 (Bivalenter Analyt und Ligand) für eine 
starke Bindung von NGF an TrkA sprechen. 
 
Die p75-Kinetik wird besser durch das komplexere Modell für bivalente Analyten 
und Liganden beschrieben. Dieses Modell besitzt mehr freie Variablen, die eine 
bessere Anpassung an die gemessene p75-Kinetik erlauben. Nach einer schnel-
len, von elektrostatischen Wechselwirkungen getriebenen Assoziation ist die Dis-
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soziation der NGF-p75 Bindung komplex. Die bi- oder multiphasische Dissoziation 
ließ sich durch das unter 6.6.2 durchgeführte Experiment nicht auf eine Konforma-
tionsänderung des NFG-Dimers zurückführen. Hier werden andere Gründe, wie 
zum Beispiel die Bindung von zwei NGF-Dimeren pro p75-Fc-Protein eine Rolle 
spielen. 
 
Bei pH = 7,4 sind die TrkA-Bindungsstellen mit einer Injektion von 2 nM NGF-
Lösung nach 4 min Injektionszeit gesättigt. Aus den Sensorgrammen lässt sich der 
EC50 abschätzen, der mit < 250 pM bestimmt wurde. Der fit des 1:1 Bindungsmo-
dells ergibt einen KD-Wert von ca. 230 pM. Der ermittelte Wert stimmt mit dem in 
der Literatur beschriebenen Wert überein (10-11; (180)). Die Affinität von TrkA zu 
NGF ist bei einem pH-Wert von 7,4 mit einem KD von 250 pM zu beschreiben. Bei 
pH = 6 wird die Assoziationsrate kleiner und der Analyt dissoziiert schneller. Die 
Affinität sinkt, was sich in einem abgeschätzten EC50 von ca. 8 nM bis 16 nM wi-
derspiegelt. Dies stellt eine 30 - 60fache Reduktion der Affinität bei pH = 6,0 ge-
genüber pH = 7,4 dar.  
 
Leider ließ sich die Bindung nun nicht mehr einfach mit dem 1:1-Bindungsmodell 
beschreiben. So ist eine Erhebung der kinetischen Parameter nicht möglich gewe-
sen. Aber betrachtet man die Sensorgramme zusammen mit den abgeschätzten 
Werten, kann man vermuten, dass im physiologischen Kontext NGF in den frühen 
Endosomen (pH-Wert um 6) schneller von TrkA dissoziiert und so der Rezeptor 
deaktiviert wird. Bei weiterer Ansäuerung der Vesikel entlang des endozytotischen 
Wegs nimmt die Affinität und damit die Aktivität von TrkA vermutlich weiter ab. 
 
Da für p75 kein geeignetes Modell zur Beschreibung der Bindung gefunden wurde, 
kann die pH-Abhängigkeit der Affinität von p75 zu NGF nur durch Beschreibung 
der Sensorgramme charakterisiert werden. Die p75-Bindungen werden bei  
pH = 7,4 erst bei höheren NGF-Konzentrationen (≥16 nM) gesättigt. Bei pH = 7,4 
ist die Affinität von p75 zu NGF also niedriger als die von TrkA für NGF. Bei pH = 6 
kommt es bei der Assoziation von NGF mit p75 zu keiner Sättigung der Bindungs-
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stellen während der NGF-Injektion. Hierbei könnte es sich um eine Verschleppung 
des Rezeptors in die NGF-Lösung handeln. Unter diesen Umständen würden bei 
der NGF-Injektion gleichzeitig Rezeptor-NGF-Komplexe injiziert werden, die so zu 
einer Erhöhung des Signals für die Dauer der Injektion führen würden. Die Disso-
ziation von NGF von p75 scheint bei pH = 6 im Vergleich zu pH = 7,4 etwas lang-
samer zu werden. Dies spricht für eine stärkere Bindung der Moleküle, so dass 
p75-gebundenes NGF in den Endosomen vermutlich länger an den Rezeptor ge-
bunden bleibt als TrkA-gebundenes NGF.  
Es lässt sich zusammenfassend vermuten, dass bei endosomalen pH-Werten  
(pH = 6) p75 eine stabilere Bindung mit NGF eingeht als bei pH = 7,4 auf der Zell-
oberfläche. 
NGF wird in den Endosomen schneller von TrkA dissoziieren als auf der Zellober-
fläche. So wird evtl. ein Teil der Rezeptoren deaktiviert und die Wahrscheinlichkeit, 
dass NGF mit p75 an die Zelloberfläche recycelt steigt. Die physiologische Rele-
vanz dieser Daten muss jedoch noch durch weitere Versuche in vivo überprüft 
werden. Denn neben H+-Ionen liegen in den verschiedenen Endosomen auch un-
terschiedliche Konzentrationen anderer Ionen, wie z. B. Na2+ und Ca2+ vor, die bei 
der Regulation von Rezeptoren und ihrer Liganden eine Rolle spielen. So reguliert 
in den Endosomen sowohl der pH-Wert als auch die Calcium-Konzentration die 
Stabilität des LDL-Rezeptor-Ligand-Komplexes (181).  
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8 Zusammenfassung 
 
Der Nervenwachstumsfaktor NGF und seine Rezeptoren sind essentiell für das 
Nervensystem. Ihre Funktion ist abhängig von der richtigen zeitlichen und räumli-
chen Verteilung in der Zelle. Der Transport des neurotrophen Signals erfolgt in den 
sogenannten signalling endosomes. Diese Signalplattformen müssen in Nervenzel-
len über lange Distanzen retrograd transportiert werden. Defekte im Sortierungs- 
und Transportmechanismus können sich hier besonders verheerend auswirken, da 
zwischen Aktivierungs- und Ausführungsort im Menschen bis zu einen Meter lange 
Distanzen liegen können. Viele neurodegenerative Erkrankungen zeigen einen 
gestörten vesikulären Transport und ein gestörtes Ubiquitin-Proteasom-System, 
sichtbar an der Ablagerung von ubiquitinierten Proteinen innerhalb der Zelle. 
 
In der vorliegenden Arbeit sollte im ersten Teil geklärt werden, ob das Ubiquitin-
Proteasom-System einen Einfluss auf die Funktion des NGF-Rezeptors TrkA hat. 
Es konnte gezeigt werden, dass es bei der Hemmung des Proteasoms zu einer 
Änderung des endosomalen TrkA-Transports vom lysosomalen zum Recycling-
Weg kommt. Damit einher geht eine Veränderung in der TrkA-Phosphorylierung 
und der damit verbundenen, von TrkA aktivierten MAPK-
Signaltransduktionskaskade. Nach der Stimulation mit NGF akkumuliert phospho-
ryliertes TrkA über einen langen Zeitraum und ebenso die wichtigen Effektoren 
Erk1/2. Die Aktivität dieser Proteine ist zeitlich und räumlich stark reguliert und 
scheint auch abhängig von der Proteasom-regulierten Einordnung von TrkA in den 
lysosomalen Abbauweg zu sein. Die Hemmung der Proteasomaktivität führt letzt-
endlich auch zu einer verstärkten neuronalen Differenzierung der PC12-
Modellzellen. 
 
Im zweiten Teil der Arbeit wurde die pH-abhängige Regulation der Affinität der bei-
den Rezeptoren TrkA und p75 zu ihrem Liganden NGF untersucht. Die Ergebnisse 
weisen auf eine verringerte Affinität von TrkA zu NGF bei endosomalem pH-Wert 
im Gegensatz zum neutralen pH-Wert auf der Zelloberfläche hin. Der Rezeptor p75 
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zeigt unter den sauren Bedingungen in der Versuchsanordnung eine erhöhte Affini-
tät zu NGF. Diese Befunde zeigen die Bedeutung des endosomalen Transports 
von TrkA für seine Funktion. Das sorting in bestimmte endosomale Kompartimente 
mit ihren unterschiedlichen pH-Werten stellt daher eine Möglichkeit der Feinregula-
tion der TrkA-Aktivität dar, u. a. durch die Regulierung der Assoziation mit NGF. 
Summary 
 
101 
9 Summary 
 
Nerve growth factor and its receptors are essential for the nervous system. Their 
function depends on the spatial and temporal distribution within the cell. The neuro-
trophic signal is transported in so called “signalling endosomes” which are retro-
gradely transported over long distances from synapses to neuronal cell bodies. 
Sorting and transport defects severely impair the viability of neurons since the 
growth factors may need to bridge distances of one metre or more to travel from 
the location of activation to the cell bodies where they exert their function. 
 
Many neurodegenerative disorders show aspects of a disturbed vesicular transport 
and of ubiquitin-proteasome-system malfunction, demonstrated by the accumula-
tion of ubiquitinated proteins within the affected neurons. Part one of this thesis 
aimed to elucidade whether the proteasome influences the function of the NGF 
receptor TrkA. Proteasomal inhibition led to an alteration of the endosomal trans-
port of TrkA, switching from the lysosomal to the recycling pathway. This is accom-
panied by a change in the phosphorylation status of TrkA and of the downstream 
signalling pathway of MAPK. Proteasomal inhibition leads to a NGF-dependent 
prolonged phosphorylation of TrkA and of the downstream effectors Erk1/2. The 
activity of Erk1/2 is spatially and temporally tightly regulated and appears to be de-
pendent on the proteasome-regulated sorting of TrkA into the lysosomal pathway. 
Blocking proteasomal activity thus enhances the neuronal differentiation of PC12 
cells. 
 
In the second part of the thesis the pH-dependent regulation of the affinity of the 
two NGF receptors to NGF was analyzed. The results presented herein provide 
evidence for a decreased affinity of TrkA to NGF at acidic endosomal pH values in 
comparison to neutral pH values representing the conditions on the surface of the 
cell. p75, on the other hand, appears to have a higher NGF affinity under low pH 
conditions.  
Summary 
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These findings emphazise the importance of the regulation of endosomal transport 
for TrkA function. The sorting to the individual endosomal compartments with their 
different pH values is apparently involved in the fine tuning of TrkA activity. One 
potential mechanism of this fine tuning is the pH-dependent regulation of the affin-
ity of NGF to TrkA and p75.  
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